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UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza (MurA) je znotrajcelični encim, ki je 
udeležen v prvi stopnji sinteze peptidoglikana, bistvenega gradnika celične stene bakterij. 
Encima ne najdemo v človeškemu telesu, zato predstavlja zanimivo in tudi že validirano 
tarčo za zdravljenje bakterijskih okužb. Protibakterijska učinkovina fosfomicin je trenutno 
edini znani zaviralec MurA, ki se uporablja v klinični praksi. Kot pri mnogih drugih 
protibakterijskih učinkovinah se je tudi pri fosfomicinu  že razvila bakterijska odpornost, 
zato potekajo prizadevanja za odkritje novih zaviralcev, ki bi z delovanjem na znotrajcelično 
stopnjo sinteze peptidoglikana zavrli nastanek bakterijske celične stene in tako delovali 
baktericidno.   
V sklopu magistrske naloge smo z različnimi biokemijskimi preskušanji ovrednotili okoli 
100 spojin. Spojine smo pridobili iz različnih virov. V večini primerov je šlo za majhne 
elektrofilne fragmente, za katere smo pri preskušanjih želeli ugotoviti ali uspešno zavirajo 
encim MurA in ali se na encim vežejo kovalentno. Ključna ugotovitev naloge je bila 
določitev spojin primernih za nadaljnje raziskovanje in optimizacijo do morebitnih 
protibakterijskih učinkovin. 
Rezidualno aktivnost pod 50 % smo določili okoli 70 spojinam. Tem smo z dodatnimi testi 
določili tudi vrednosti IC50. Glede na vrednost IC50 je najmočnejši zaviralec spojina 51, 4-
nitrobenzen-1-tiol, z vrednostjo 0,125 μM. Ireverzibilen način zaviranja smo določali s 
testom časovne odvisnosti vezave in redčenja. Ugotovili smo, da ireverzibilen način vezave 
nakazuje 14 spojin. Pri delu vrednotenih spojin (29–52) smo želeli določiti tudi kinetične 
parametre značilne za ireverzibilen tip zaviranja. Zaradi velike reaktivnosti spojin nam to ni 
uspelo. Pri spojinah, ki niso nakazovale ireverzibilnega delovanja smo preko reverzibilne 
encimske kinetike s hitrostjo reakcij ugotavljali vrsto vezave. Pri spojini 36 smo določili 
kompetitivni reverzibilni način vezave na encim. Spojin 53–101 nismo kinetično vrednotili. 
Določili pa smo, da so med temi za nadaljnja preskušanja ireverzibilnosti najprimernejše 
spojine 58, 59, 60, 64, 85 in 90. 
 
Ključne besede: 
Kovalentni zaviralci, ireverzibilne interakcije, encim MurA, encimska kinetika, 




UDP-N-acetylglucosamine enolpyruvyl transferase (MurA) is an enzyme that participates in 
the first committed step in the synthesis of the essential bacterial cell wall building block – 
peptidoglycan. Because of its absence in human body, the enzyme represents an interesting 
and already validated target for antibacterial agents. The antibacterial agent fosfomycin is 
currently the only known MurA inhibitor used in clinical practice. As with many 
antibacterials, the bacterial resistance to fosfomycin is already present. This only highlights 
the importance for the discovery of new bactericidal inhibitors acting on the intercellular 
stages of peptidoglycan synthesis.  
In this master thesis, around 100 compounds with different biochemical assays were 
evaluated. Compounds were acquired from various sources. Most of them were small 
electrophilic fragments, which were tested for their ability to inhibit MurA enzyme and 
whether their action of inhibition was covalent. The main aim of this master thesis was the 
determination of suitable compounds for further investigation and optimization into potential 
antibacterial agents. 
Residual activity lower than 50% was determined for around 70 compounds. Those 
compounds were eligible for determination of IC50 value. The most potent compound 
according to IC50 value is compound 51, 4-nitrobenzene-1-thiol with IC50 value of 0,125 μM. 
The irreversible mode of action was tested through time dependency and dilution assay. 14 
compounds showed potential irreversible inhibition mode. We evaluated part of the 
compounds (29 – 52) with kinetic parameters characteristic for irreversible inhibitors. The 
evaluation was unsuccessful due to high reactivity of the compounds. Fragments that did not 
indicate any features of irreversible action, the mode of binding to enzyme was determined 
with reversible enzyme kinetics and reaction rates. Compound 36 indicated competitive 
reversible binding mode. Compounds 53 – 101 were not evaluated with kinetic constants, 
but we still managed to determine compounds 58, 59, 60, 64, 85 and 90 as most promising 
for further investigation of irreversible binding mode. 
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acetil-Co-A acetil koencim A 
ADP adenozin difosfat 
ATP adenozin trifosfat 
cAMP ciklični adenozin monofosfat  
COX-1 ciklooksigenaza tipa 1 
CRE proti karbapenemom odporne enterobakterije (Enterobacteriaceae) 




DNA deoksiribonukleinska kislina 
D-Ala-D-Ala D-alanil-D-alanin 
E.coli Escherichia coli 
ESBL β-laktamaze razširjenega spektra 
GlcNAc N-acetilglukozamin 
GlmM fosfoglukozamin mutaza 
GlmS glukozamin-6-fosfat sintaza 
GlmU N-acetilglukozamin-1-fosfat uridiltransferaza 
GlpT gen za prenašalec glicerol-3-fosfat 
H Hillov koeficient 
IC50 koncentracija zaviralca, pri kateri je zavrto 50 % aktivnosti encima 
(inhibitory concentration) 
KI konstanta inhibicije 
kinact konstanta inaktivacije 
kinact/ KI razmerje konstant inhibicije in inaktivacije 
Km Michaelis-Mentenova konstanta 
kobs opazovana konstanta 
min minuta 
MRSA proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus 
MurA UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza 
VIII 
 
MurB UDP-N- acetilglukozamin enolpiruvil reduktaza 
MurC UDP-N-acetilmuramat-L-alanin ligaza 





MurG N-acetilglukozaminil transferaza 
MurNAc N-acetilmuraminska kislina 
MraY UDP-N-acetilmuramil-pentapeptid fosfotransferaza 
n množina 
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NAG N-acetilglukozamin 
NAM N-acetilmuraminska kislina 
PEP fosfoenolpiruvat 
ptsI gen za prenašalec fosfotransferaza 
RA rezidualna aktivnost 
RNA ribonukleinska kislina 
S substrat 
t čas 
UDP uridin difosfat 
UDP-GlcNAc uridildifosfat-N-acetilglukozamin 
UDP-GlcNAc-EP uridildifosfat-N-acetilglukozamin enolpiruvat 
UDP-MurNAc uridildifosfat-N-acetilmuraminska kislina 
UDP-MurNAc-
pentapeptid 
pentapeptid uridildifosfat-N-acetilmuraminske kisline 
UTP uridin trifosfat 
UhpT gen za prenašalec heksoza-6-fosfat 
v hitrost 
vmax maksimalna hitrost 
V volumen 





1.1. PROTIBAKTERIJSKE UČINKOVINE 
Bakterije so majhni organizmi, vidni le pod mikroskopom. Prisotne so povsod v okolju, tako 
na površini kot tudi v notranjosti človeškega telesa. Kljub temu, da z njimi sobivamo in za 
nas opravljajo nekatere koristne naloge, lahko ob namnožitvi povzročajo hude težave. 
Človeštvo je bilo takim oviram podvrženo že od nekdaj, dolgo pa je veljalo, da za hude 
bakterijske okužbe ni rešitev. Z razvojem protibakterijskih učinkovin se je povečala tudi 
napoved preživetja takih okužb (1). V grobem delimo protibakterijske učinkovine na 
kemoterapevtike, ki so protimikrobne učinkovine sinteznega izvora, in antibiotike, snovi, ki 
so produkti različnih mikroorganizmov (bakterij, gliv). Skupna lastnost obeh je selektivna 
toksičnost, ki omogoči ciljan napad na bakterijske celice, medtem ko ostanejo človeške 
celice minimalno prizadete. Strmemu razvoju in navidezni zmagi človeka nad patogenimi 
bakterijami, pa je sledil tudi odgovor. Pojavljati se je začela odpornost bakterij, zaradi katere 
se potreba po razvoju novih protibakterijskih učinkovin neprestano veča (2).  
 
1.1.1. Razvoj uporabe in delitev protibakterijskih učinkovin 
Uporaba protibakterijskih učinkovin sega v daljno preteklost, ko je prebivalstvo, kljub 
nerazumevanju načina delovanja, uporabljalo različne anorganske soli, rastline in živalske 
proizvode za zdravljenje površinskih vnetij ran. Odkritje mikroskopa v 17. stoletju je vodilo 
tudi v odkritje mikroorganizmov, približno 200 let kasneje pa je bila prepoznana njihova 
vloga pri nastanku okužb. Temu je sledilo obdobje odkrivanja različnih bakterijskih 
povzročiteljev okužb in protibakterijskih učinkovin, med katerim sta najbolj odmevni 
odkritji sulfonamidov in penicilinov, s katerimi so protibakterijske učinkovine postale 
učinkovite tudi pri zdravljenju sistemskih okužb. Od druge polovice 20. stoletja pa do danes 
je bila, s povečanjem razumevanja mehanizmov delovanja in poznavanjem same strukture 
bakterij, iznajdena še velika množica novih učinkovin, ki so v razvitem svetu omogočile 
povečanje preživetja pri nekoč usodnih okužbah. Žal pa v državah v razvoju bakterijske 




Po mehanizmu in mestu delovanja delimo protibakterijske učinkovine na več razredov: 
 Zaviralce sinteze bakterijske celične stene (β-laktami, fosfomicin, cikloserin in 
bacitracin), 
 Zaviralce bakterijskega celičnega metabolizma (sulfonamidi, trimetroprim), 
 Učinkovine, ki vplivajo na bakterijsko celično membrano (polimiksini, valinomicin, 
gramcidin A), 
 Učinkovine, ki vplivajo na bakterijske ribosome (tetraciklini, aminoglikozidi, 
makrolidi), 
 Zaviralce sinteze bakterijskih nukleinskih kislin (kinoloni, fluorokinoloni, rifamicini), 
 Učinkovine z drugačnim tipom delovanja (metenamin, fusidna kislina, izoniazid) (2–4). 
 
Slika 1: Bakterijska celica in tarče delovanja protibakterijskih učinkovin; prirejeno po (3). 
Protibakterijske učinkovine lahko razdelimo tudi po sposobnosti zavrtja razmnoževanja in 
rasti oziroma preživetja bakterijske celice. Baktericidne učinkovine povzročijo celično smrt, 
bakteriostatične učinkovine pa le preprečijo celično rast in razmnoževanje bakterije. S tem 
ustavijo eksponentno rast razmnoževanja bakterij in omogočijo imunskemu sistemu 
organizma, katerega je bakterijska okužba prizadela, dovolj časa, da okužbo premaga sam. 
Bakteriostatične učinkovine zaradi tega niso primerne za imunsko oslabele bolnike (3). Na 
splošno velja, da so baktericidne učinkovine bolj zaželene od tistih, ki le zavirajo rast in 
razmnoževanje, a so slednje kljub temu široko uporabljane in po navadi zadostne za odpravo 
okužbe.  
Po spektru delovanja delimo protibakterijske okužbe na ozko- in širokospektralne. 
Zdravljenje s širokospektralnimi protibakterijskimi učinkovinami je uspešno pri okužbah z 
različnimi bakterijskimi vrstami, medtem ko ozkospektralne vplivajo le na določene 
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bakterije (1). V zadnjem času prednost pri uporabi in razvoju namenjamo predvsem 
ozkospektralnim protibakterijskim učinkovinam, saj se zaradi natančno usmerjenega 
delovanja z njimi izognemo širjenju bakterijske odpornosti in tudi škodljivim učinkom, ki 
jih imajo lahko širokospektralne protibakterijske učinkovine na človeški mikrobiom (5). 
1.1.2. Fosfomicin  
Fosfomicin je majhna molekula (138 Da), ki je bila prvič izolirana leta 1969 iz kultur bakterij 
Streptomyces. V Evropi je prisoten v obliki intravenskih in peroralnih pripravkov in se za 
zdravljenje nezapletenih okužb sečil uporablja že od 70. let prejšnjega stoletja (6). Sestavljen 
je iz fosfonske kisline in epoksidne funkcionalne skupine, ki je ključna za protibakterijsko 
delovanje (7).  
 
Slika 2: Struktura fosfomicina 
Fosfomicin je zaviralec encima MurA, ki sodeluje pri prenosu enolpiruvatne skupine iz 
fosfoenolpiruvata (PEP) na 3'-hidroksi skupino UDP-GlcNAc (7). V bakterije vstopa tako, 
da oponaša L-α-glicerol-3-fosfat in glukoza-6-fosfat, ki sta substrata za prenašalne sisteme 
GlpT in UhpT. Pri ekspresiji genov za oba prenašalna sistema igra pomembno vlogo cAMP. 
Po vstopu v bakterijsko celico se fosfomicin obnaša kot analog PEP in tvori kovalentno vez 
s tiolno skupino cisteina (Cys115) v aktivnem mestu encima MurA. S tem zavre delovanje 
encima in prvo stopnjo sinteze peptidoglikana, kar povzroči celično lizo in smrt bakterije.  
Fosfomicin deluje proti številnim gramnegativnim in grampozitivnim bakterijam, prav tako 
je aktiven proti Staphylococcusu aureusu odpornemu na meticilin (MRSA), enterokokom 
odpornim na vankomicin (VRE), bakterijam, ki proizvajajo β-laktamaze razširjenega spektra 
(ESBL) in enterobakterijam odpornim na karbapeneme (CRE). Ravno zaradi omenjene 
aktivnosti potekajo številna raziskovanja, ki bi omogočila širitev indikacij fosfomicina na 
resne sistemske okužbe povzročene z večkratno odpornimi bakterijami. 
Kljub obetajočim lastnostim pa se tudi pri fosfomicinu že pojavlja odpornost, ki je sicer v 
večji meri prisotna pri poskusih in vitro in redkejša v klinični praksi. Nekateri organizmi, 
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kot Chlamydia, Vibrio fishen in Mycobacterium tuberculosis, so proti fosfomicinu naravno 
odporni. Bodisi njihov encim MurA nima cisteina v katalitični zanki, bodisi je 
aminokislinsko zaporedje na drugih mestih encima zamenjano. Nekatere bakterije so tudi že 
razvile alternativne, reciklirne poti sinteze peptidoglikana, ki ne vključujejo encima MurA. 
Pridobljena odpornost bakterij je posledica mutacij genov za prenašalne proteine GlpT in 
UhpT ali mutacij genov ptsI in cyaA, ki skrbita za vzdrževanje znotrajcelične koncentracije 
cAMP, kar zniža prepustnost celice za fosfomicin. Mutacija genov ptsI in cyaA pa sicer 
vpliva tudi na znižanje biosinteze bakterijskih pilusov, ki so odgovorni za adherenco bakterij 
na epitelijske celice sečil, tako da taka mutacija povzroči manjšo sposobnost povzročanja 
bolezni pri odpornih bakterijah. Mutacije se prav tako lahko pridobijo s plazmidi od drugih 
bakterij, ki večinoma prenašajo metalo encime FosA, ki razgrajujejo fosfomicin, ali pa se 
naključno izrazijo na samem encimu MurA v obliki zamenjanega aminokislinskega 
zaporedja (6).   
1.2.  BAKTERIJE  
Bakterijske celice sodijo v skupino prokariontov in se od človeških evkariontskih celic 
razlikujejo v številnih lastnostih. Kot vidimo na Sliki 3, bakterijske celice ne vsebujejo jedra 
in nekaterih drugih organelov, njihov dedni zapis pa je shranjen v obliki krožnih dvovijačnih 
molekul DNA in dodatno plazmidov. Za preživetje potrebujejo celično steno,  ki je pri 
človeški celici ne najdemo, razlike pa so prisotne tudi v velikosti in strukturi ribosomov ter 
biokemijskih procesih, ki potekajo v celici. 
Slika 3: Zgradba bakterijske celice; prirejeno po (8). 
Bakterije lahko ločimo po različnih kriterijih. Najpogosteje jih ločujemo z barvanjem po 
Gramu, ki nam poleg razlikovanja glede na zmožnost zadržanja barvila, omogoči tudi 
napoved, kako se bodo bakterije odzvale na zdravljenje s protibakterijskimi učinkovinami.  
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Ta hiter in enostaven preskus je v 
iskanju metode barvanja za ločevanje 
bakterij pod mikroskopom razvil 
mikrobiolog Hans C. J. Gram. 
Postopek določanja se prične z 
barvanjem z vijoličnim barvilom, 
sledi spiranje in dodatek rdečega 
barvila. Podrobnejši koraki postopka 
so prikazani na Sliki 4 (3, 8).  
 
 
 Celična stena grampozitivnih bakterij je sestavljena iz debele plasti do 40 premreženih verig 
peptidoglikana. Vanjo so pritrjene površinske beljakovine, polisaharidi ter tehojska in 
lipotehojska kislina. Pod debelo plastjo peptidoglikana je citoplazemska membrana. Pri 
barvanju po Gramu se v to debelo plast v celični steni ujame prvotno vijolično barvilo. Kljub 
spiranju in dodatku rdečega barvila se ujeto vijolično barvilo ne odstrani, tako da celice 
ostanejo obarvane vijolično. Gramnegativne bakterije so po strukturi bolj kompleksne kot 
grampozitivne bakterije. Nad notranjo celično membrano imajo tanko plast peptidoglikana, 
sestavljeno le iz parih verig, katero na zunanji strani obdaja še zunanja celična membrana, v 
katero so zasidrani lipopolisaharidi, fosfolipidi in porini. Zaradi svoje zgradbe 
gramnegativne bakterije ne 
zadržijo vijoličnega barvila, 
tako da se to ob spiranju 
odstrani in omogoči prostor 
za vezavo in obarvanje z 
rdečim barvilom (Slika 5) (1, 
8, 9). 
  
Slika 5: Zgradba grampozitivne in gramnegativne bakterijske celice; prirejeno po (8). 
 
 
Slika 4: Postopek barvanja grampozitivnih in 




Celična stena iz peptidoglikana je posebnost bakterij, ki bakterijskim celicam omogoča 
vzdrževanje oblike in s svojo rigidnostjo preprečuje lizo zaradi visokega znotrajceličnega 
osmotskega pritiska (10). Porušenje strukture celične stene je torej za bakterije pogubno, 
zato so mehanizmi udeleženi v njeni biosintezi zelo obetajoče tarče za protibakterijske 
učinkovine (3).  
Glavna sestavina celične stene peptidoglikan (ali tudi murein) je sestavljen iz linearnih 
polisaharidov, ki so med seboj premreženi s peptidnimi mostički (Slika 6). 
 
Slika 6: Struktura peptidoglikana; prirejeno po (10). 
Linearna polisaharidna veriga je sestavljena iz alternirajočih molekul N-acetilmuraminske 
kisline (NAM) in N-acetilglukozamina (NAG). Med seboj sta NAM in NAG povezana z β-
1,4-glikozidno vezjo. Na karboksilno skupino vsake NAM je pripeta peptidna veriga, ki je 
pri gramnegativnih bakterijah sestavljena iz L-alanina, D-glutamata, mezo-
diaminopimelinske kisline in D-alanina. Grampozitivne bakterije imajo namesto 
diaminopimelinske kisline L-lizin. Prečno povezovanje med dvema peptidoglikanskima 
verigama poteka med karboksilno skupino D-alanina in aminsko skupine diaminopimelinske 
kisline oziroma L-lizina (3). 
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1.2.2. Sinteza peptidoglikana 
Biosintezo peptidoglikana lahko razdelimo na tri stopnje (Slika 7).   
 
Slika 7: Stopnje sinteze peptidoglikana; prirejeno po (10). 
 
Prva stopnja poteka v citoplazmi in vodi do nastanka UDP-MurNAc-pentapeptida, ki se v 
drugi stopnji na notranji strani celične membrane pretvori do lipida II, končnega 
monomernega gradnika peptidoglikanske verige. Lipid II se v tretji stopnji prenese preko 
celične membrane in sodeluje v končnem dejanju biosinteze peptidoglikana, premreženju z 
drugimi verigami. 
Celotna prva stopnja biosinteze poteka v citoplazmi preko devetih različnih citoplazemskih 
encimov. Najprej iz fruktoza-6-fosfata ob pomoči glukozamin-6-fosfat sintaze (GlmS) 
nastane D-glukozamin-6-fosfat. Ta se z fosfoglukozamin mutazo (GlmM) spremeni v 
glukozamin-1-fosfat. V nadaljnji reakciji sodelujeta acetil koencim A (acetil-Co-A) in uridil 
trifosfat (UTP), ki s pomočjo encima N-acetilglukozamin-1-fosfat uridiltransferaze (GlmU) 
tvorita uridildifosfat-N-acetilglukozamin (UDP-GlcNAc). UDP-GlcNAc v prisotnosti 
fosfoenolpiruvata (PEP) sodeluje v reakciji, ki jo katalizira encim MurA. Nastaneta 
uridildifosfat-N-acetilglukozamin enolpiruvat (UDP-GlcNAc-EP) in prosti fosfat. V 
prisotnosti NADPH encim MurB reducira UDP-GlcNAc-EP do uridildifosfat-N-
acetilmuraminske kisline (UDP-MurNAc). Sledi pripetje 5 aminokislin, kar katalizirajo 
encimi znani kot Mur ligaze (MurC – MurF). Nastane UDP-MurNAc-pentapeptid, ki je 
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sestavljen iz aminokislinskega zaporedja L-alanin, D-glutamiska kislina, diaminopimelinska 
kislina oziroma L-lizin in D-alanin-D- alanin (Slika 8). 
Slika 8: Reakcije prve stopnje sinteze peptidoglikana; prirejeno po (10). 
V drugi stopnji se nastali pentapeptid pritrdi na lipidni prenašalec undekaprenil fosfat na 
notranjosti membrane. Preko encima MraY nastane prvi lipidni intermediat lipid I, ki 
sodeluje v reakciji z UDP-GlcNAc preko encima MurG do nastanka lipida II. 
V zadnji stopnji se lipid II prenese čez membrano do zunanjih peptidoglikanskih verig in 
postane substrat za premreženje. Na zunanji strani membrane s pomočjo transglikozilaz in 
transpeptidaz sodeluje v reakciji premreženja, kjer pride do tvorbe peptidnih mostičkov med 
tretjo aminokislino na peptidnem mostičku (diaminopimelinska kislina oziroma L-lizin) s 
četrto aminokislino D-alanin druge verige (10). Tako dobimo končni produkt – premrežen 
peptidoglikan. 
1.2.3. Odpornost bakterij 
Bakterije, odporne na zdravila, predstavljajo velik problem za prihodnost, v najbolj črnem 
scenariju bi lahko s svojim obstojem povzročile vrnitev na čas pred odkritjem antibiotikov  
(1, 3). Odpornost se razvije zaradi hitrega množenja in tvorbe bakterij, ki omogočita, da so 
naslednje generacije popolnoma prilagojene na novo okolje (2). Poznamo več mehanizmov, 
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ki tako prilagoditev omogočajo. Mnoge bakterije začnejo proizvajati encime, ki zavrejo 
delovanje učinkovine, prilagodijo vezavna mesta za zdravilne učinkovine, zmanjšajo 
privzem učinkovine v celico ali pa razvijejo alternativno sintezno pot, ki ne vsebuje tarče, 
na katero učinkovina deluje (2, 9). Te sposobnosti so lahko posledica mutacij, največkrat pa 
je za to odgovoren prenos odpornega materiala iz ene bakterije na drugo s pomočjo 
plazmidov, zunajkromosomskih genetskih zapisov, ki se lahko neodvisno množijo in nosijo 
zapis za odporne gene. Glavni način prenosa odpornega gena s plazmidi je konjugacija, pri 
kateri pride do vzpostavitve kanalčka med dvema bakterijama, skozi katerega se genetski 
material prenese. Poznamo še transdukcijo, pri kateri poteka prenos preko bakteriofaga s 
plazmidom, in transformacijo, pri kateri bakterija privzame prosto DNA iz okolja (1–3). 
Vzrokov za pojav in večanje odpornosti je več, eden od njih pa je prepogosto in nepravilno 
predpisovanje in uporaba protibakterijskih učinkovin. Zanemariti ne smemo niti vplivov iz 
kmetijstva, predvsem živinoreje, pri katerem protibakterijske učinkovine uporabljajo za 
hitrejšo rast živine, in poljedelstva z uporabo pesticidov. Zmanjšanju odpornosti ne pomaga 
niti zmanjšan trend razvoja novih protibakterijskih učinkovin, saj te zaradi visokih cen 
razvoja in nizkih cen na trgu za farmacevtsko industrijo niso donosne (3, 11). 
1.3. ENCIMI  
Encimi katalizirajo biokemijske procese tako, da znižajo aktivacijsko energijo reakcije. 
Glede na vrsto kataliziranih reakcij, jih delimo na 6 skupin. V veliki večini so encimi 
beljakovine, izjema so ribocimi, ki so RNA molekule z encimskimi sposobnostmi.  
Preglednica 1: Razredi encimov (1). 
Koda Razred Katalizirane reakcije 
1 Oksidoreduktaze Oksidacije in redukcije 
2 Transferaze Prenos skupine iz ene molekule na drugo molekule 
3 Hidrolaze Hidroliza različnih funkcionalnih skupin 
4 Liaze Cepitev vezi z neoksidativnimi in nehidrolitičnimi mehanizmi 
5 Izomeraze Prenos skupin znotraj molekul, pretvorba izomerov 
6 Ligaze Tvorba vezi med molekulami 
 
Encimi so kot tarče za zdravilne učinkovine zanimivi zaradi raznolike prisotnosti pri 




Encim MurA ali N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza je citoplazemski bakterijski 
encim, ki katalizira prenos enolpiruvilne skupine iz fosfoenolpiruvata (PEP) na 3'-hidroksi 
skupino uridildifosfat-N-acetilglukozamina (UDP-GlcNAc) (10, 12). Enolpiruvil 
transferaze so zelo redke vrste encimov, ki jih ne najdemo v človeškem telesu, v naravi pa 
je njihova prisotnost potrjena le še pri rastlinah v sintezi šikimske kisline (13). Encim MurA 
sodeluje v prvi stopnji sinteze peptidoglikana in je ključen za nastanek bakterijske celične 
stene. Gen, ki ta encim kodira, je prisoten pri grampozitivnih in gramnegativnih bakterijah, 
v človeškem telesu pa nima lastnega ortologa (10, 12). Prav zaradi tega je zanimiva tarča za 
protibakterijske učinkovine in tudi edini encim iz družine Mur s klinično uporabljanim 
zaviralcem, fosfomicinom (14). Encim je sestavljen iz 2 globularnih domen, med katerima 
se nahaja aktivno mesto. Proces, ki ga encim katalizira se začne z vezavo uridildifosfat-N-
acetilglukozamina (UDP-GlcNAc) na odprto obliko encima. Vezava sproži zaprtje encima 
in potek konformacijskih sprememb na zanki z aminokislinskim ostankom s stransko verigo 
Cys115, ki se pomakne proti vezavnemu mestu za PEP (10, 14, 15). Po vezavi 
fosfoenolpiruvata (PEP) pride do poteka reakcije, pri kateri nastajata prosti fosfat in 
uridildifosfat-N-acetilglukozamin enolpiruvat (UDP-GlcNAc-EP), substrat za sledeči korak 
v biosintezi peptidoglikana. 
 
Slika 9: Odprta in zaprta oblika encima MurA; prirejeno po (15). 
Fosfomicin ireverzibilno zavre delovanje encima MurA s kovalentno vezavo na tiolno 
skupino cisteina (Cys115), kar je prikazano na Sliki 10. S tem onemogoči vezavo PEP na 
omenjeno aktivno mesto. Delovanje fosfomicina je baktericidno in širokospektralno, deluje 




Slika 10: Ireverzibilna vezava fosfomicina na Cys115; prirejeno po (15). 
Zaradi pojava odpornosti na fosfomicin, se potreba po novih zaviralcih encima MurA 
povečuje. Poleg fosfomicina so do leta 2018 objavili še nekaj spojin, ki delujejo kot zaviralci 
encima MurA (Slika 11) (12, 14–18).  
 
Slika 11: Strukture verjetnih zaviralcev encima MurA; prirejeno po (14, 18). 
1.3.2. Zaviralci encimov 
Zaviralce encimov glede na mehanizem delovanja ločimo na reverzibilne in ireverzibilne. 
Reverzibilni zaviralci se na encim vežejo z elektrostatskimi, vodikovimi in van der 
Waalsovimi vezmi ter z encimom tvorijo dinamično ravnovesje. Nadalje jih lahko delimo 
na kompetitivne, nekompetitivne in akompetitivne reverzibilne zaviralce. Kompetitivni 
zaviralci z naravnim substratom tekmujejo za vezavo na enako aktivno mesto encima. 
Povečanje količine naravnega substrata tako izpodrine in izniči učinke zaviralca. Pri 
nekompetitivnemu zaviranju se zaviralec veže na alosterično mesto encima in v idealnem 
primeru nima vpliva na vezavo naravnega substrata encima na aktivno mesto. Akompetitivni 
zaviralci se vežejo na kompleks encima s substratom. Poznamo tudi primere reverzibilnih 
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zaviralcev, ki glede na kinetiko vezave delujejo skoraj kot ireverzibilni zaviralci. Gre za 
tesno vezoče zaviralce encimov (ang. tight-binding inhibitors), ki z aktivnim mestom encima 
tvorijo močne reverzibilne vezi, disociacija encima iz kompleksa z zaviralcem pa je tako 
počasna, da je njen čas praktično neskončen (1, 3, 4).  
1.3.3. Kovalentni zaviralci encimov 
Kovalentni zaviralci encimov so majhne molekule, ki s svojo tarčo tvorijo kovalentno vez. 
Lahko so reverzibilni in encim zavirajo dokler vez s časoma razpade. Pri ireverzibilnih je 
nastala vez trajna, s čimer je aktivnost encima zavrta neskončno dolgo, njegova funkcija pa 
se  povrne šele po ponovni sintezi encima. Ireverzibilne zaviralce delimo na zaviralce 
neposredno usmerjene na aktivno mesto (ang. affinity labels) in samomorilske zaviralce 
(ang. mechanism based/suicide inhibitors). Zaviralci, ki so neposredno usmerjeni na aktivno 
mesto encima, imajo v svoji strukturi elektrofilno skupino. Ta s tarčnimi nukleofili tvori 
močno kovalentno vez, težava pa se pojavi, če se zaradi nespecifičnosti kovalentna vez tvori 
tudi z ostalimi nukleofilnimi skupinami na beljakovinah, aminokislinah ali nukleinskih 
kislinah v telesu (19). Pri načrtovanju teh zaviralcev se v večini uporabljajo Michaelovi 
akceptorji, ki zaradi šibke elektrofilnosti ne reagirajo nespecifično z netarčnimi nukleofili. 
Spojine vsebujejo tudi del, ki tvori specifične interakcije z vezavnim mestom  in s tem 
elektrofilni del spojine usmeri tako, da tvori kovalentno vez s ciljanim aktivnim mestom 
encima (20). Samomorilske zaviralce encim prepozna kot alternativne substrate, ki z 
naravnim substratom tekmujejo za vezavo na aktivno mesto. Po uspešni reverzibilni vezavi 
se samomorilski zaviralci katalitično spremenijo v spojine z zelo reaktivnim elektrofilnim 
centrom, ki nato z encimom tvori ireverzibilno kovalentno vez. Zaradi aktivacije takih spojin 
z le določenim encimom, so takšni zaviralci zelo specifični (19). 
Določanje učinkovitosti zaviralcev encimov najpogosteje določamo z vrednotenjem 
konstant afinitete in disociacije (Ki in Kd), ter z njimi povezano vrednostjo IC50. Ta merila 
so ustrezna za reverzibilne zaviralce, pri ireverzibilnih pa mnogokrat ne zadostujejo. 
Ireverzibilni zaviralci se namreč vežejo počasi in so lahko pri tradicionalnih metodah 
vrednotenja spregledani (21). Za njihovo ovrednotenje je tako bolj primerno določanje 
konstante vezave KI, konstante inaktivacije, kinact in njunega razmerja KI/ kinact. Slika 12 
prikazuje dve možnosti nastanka ireverzibilne kovalentne vezi pri reakciji encima in majhne 
molekule zaviralca. Točka a) prikazuje zaviranje encima, ki poteka v dveh stopnjah. Najprej 
nastane reverzibilni kompleks P•I, s konstanto vezave KI. Iz reverzibilnega kompleksa po 
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tvorbi kovalentne vezi nastane končni ireverzibilni kompleks, s konstanto inaktivacije kinact. 
Točka b) prikazuje ireverzibilno kovalentno zaviranje encima v eni stopnji. Razmerje KI/ 
kinact v tem primeru prikazuje učinkovitost celotne enostopenjske tvorbe kovalentne vezi 
(20).  
 
Slika 12: a) dvostopenjska tvorba kovalentne vezi (najprej se tvori reverzibilna vez, nato 
kovalentna, ireverzibilna). b) enostopenjska tvorba kovalentne vezi. P = encim, I = zaviralec; 
prirejeno po (10). 
Kovalentni zaviralci predstavljajo okrog 30 % vseh zaviralcev encimov na trgu (21). Prisotni 
so kot protimikrobne učinkovine, učinkovine za zdravljenje rakavih obolenj, obolenj 
prebavne cevi in centralnega živčnega sistema, kardiovaskularnih obolenj in vnetnih bolezni 
(22). V večini niso bili namenoma načrtovani kot kovalentni zaviralci, njihov mehanizem 
delovanja pa je bil odkrit šele kasneje. Prvi takšen zaviralec je acetil salicilna kislina, ki je 
bila odkrita v 19. stoletju, a je bil  njen mehanizem delovanja, kovalentna vezava na encim 
COX-1, odkrit komaj v 70. letih prejšnjega stoletja (23). Podobno zgodbo so pisali tudi 
penicilini in zaviralci protonske črpalke, ki so dosegli status uspešnic z dvema 
predstavnikoma med 10 najbolj prodajanih zdravil v ZDA (21). V preteklosti so se 
kovalentnim zaviralcem izogibali zaradi strahu pred toksičnostjo, nespecifične vezave na 
beljakovine, nukleinske kisline in druge molekule, kot na primer glutation, akutne poškodbe 
tkiv in možnosti imunskih odzivnih reakcij. Kljub temu pa je s časom postalo jasno, da 
kovalentni zaviralci nudijo tudi številne prednosti. S svojo visoko učinkovitostjo omogočajo 
uporabo nižjih odmerkov. Zaradi neskončnega časa vezave na encimu, podaljšajo tudi 
učinek delovanja, kar vodi v manj pogosto odmerjanje. Manj pogosto odmerjanje zniža 
verjetnost nespecifičnega delovanja zaviralcev in s tem povezanih neželenih učinkov, prav 
tako pa lahko poveča skladnost jemanja zdravil s strani bolnikov. Zaradi trajne vezave na 




2. NAMEN DELA 
 
Namen magistrske naloge je biokemijsko ovrednotiti majhne elektrofilne spojine, 
pridobljene iz različnih virov ter spoznati, katere od njih bi bilo v prihodnosti s pomočjo 
strukturno podprtega načrtovanja smiselno nadalje raziskovati. Z optimizacijo v bolj 
kompleksne molekule bi te lahko služile kot potencialne protibakterijske učinkovine.  
Okoli sto spojin, med katerimi so si nekatere zelo podobne, saj se razlikujejo npr. le v mestu 
substitucije z enakim fragmentom, bomo z namenom ovrednotenja lastnosti zaviralnega 
učinka encima preskušali z različnimi biokemijskimi encimskimi testi. S tem bomo 
napovedali, ali se spojine na encim MurA vežejo reverzibilno ali ireverzibilno. 
Spojine bomo razdelili v skupine glede na njihovo strukturo. Vrednotenje bomo začeli s 
klasičnimi metodami vrednotenja encimskih zaviralcev, meritvijo rezidualne aktivnosti 
encima ob prisotnosti zaviralca in z določitvijo vrednosti IC50. Knjižnico reverzibilnih spojin 
bomo vrednotili le s tem. Ostalim spojinam iz knjižnic ireverzibilnih spojin, ki vsebujejo 
fragmente s predvideno kovalentno vezavo na encim, bomo določali lastnosti, značilne za 
ireverzibilne zaviralce encimov. Najprej bomo preverili časovno odvisnost vezave, 
morebitni ireverzibilen način vezave bomo potrjevali s testom redčenja. Na koncu bomo 





3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
3.1.1. Reagenti in topila 
Pri delu v laboratoriju smo uporabljali različne reagente: 
- Dimetilsulfoksid (DMSO) smo uporabili kot topilo za spojine.  
- Pufer 1 M HEPES s pH 7,8 smo pripravili iz ustrezne mase trdnih zrnc, ki smo jih 
raztopili v destilirani vodi ter po potrebi pH uravnavali z 1 M NaOH/1 M HCl.  
- Raztopino UDP-GlcNAc smo pripravili iz UDP-GlcNAc dinatrijeve soli.  
- Raztopino PEP smo pripravili iz monofosfatne soli piruvične kisline.  
- Triton X114 (površinsko aktivna snov za preprečitev nastanka hidrofobnih skupkov, ki 
vodijo v lažno pozitivne rezultate). 
- BIOMOL® GREEN.  
- Encim MurA E.coli. 
Iz omenjenih reagentov smo pripravili raztopine, ki smo jih uporabljali pri delu. V 
Preglednici 2 so prikazane zahtevane količine reagentov, ki so ustrezne za pripravo 
volumnov raztopin, ki jih potrebujemo pri delu z eno mikrotitrsko ploščico. 
Preglednica 2: Izhodne in končne koncentracije (c) ter izhodni volumni (V) uporabljenih reagentov. 
Končne količine ustrezajo potrebam za 1 mikrotitrsko ploščo. 
Raztopina substrata Izhodna c  Končna c v testu 
 
Izhodni V  
[μL] 
PEP 20 mM 100 [μM] 33,3 
Triton X114 (%) 1 % 0,005 % 33,3 
1 M HEPES pH 7,8 1000 mM 50000 [μM] 333,3 
H2O     1600,0 
Končni volumen / / 2000,0 
Pufer MurA (50 mM HEPES s pH 7,8)  Izhodna c 
[mM] 
Končna c v testu 
[mM] 
Izhodni V  
[μL] 
Pufer 1 M HEPES s pH 7,8  1000 50 100 
H2O     1900 
Končni volumen / / 2000 
Raztopina encima v pufru MurA in  
UDP-GlcNAc  
Izhodna c  Končna c  
 
Izhodni V  
[μL] 
Encim MurA E. coli 3,3 mg/mL 0,02145 mg/mL 20,0 
Pufer MurA  50 mM 48 mM 1918,5 
UDP-GlcNAc 10 mM 0,0195 mM 61,5 
Končni volumen / / 2000,0 
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Raztopino substratov smo pripravili iz raztopine PEP,  Tritona X114, pufra 1 M HEPES pH 
7,8 in destilirane vode. Raztopino PEP smo morali pred delom odmrzniti.  
Pufer MurA (50 mM HEPES s pH 7,8) smo pripravili z redčenjem pufra 1 M HEPES s pH 
7,8 z destilirano vodo.  
Želeno raztopino encima smo pripravili iz 3,3 mg/mL raztopine encima, pufra MurA, in 10 
mM raztopine UDP-GlcNAc. V Preglednici 2 je prikazana redčitev končne in začetne 
koncentracije encima 1/100. Redčitev smo izbrali z meritvijo določanja ustrezne razredčitve 
encima (poglavje 4.2.) in jo preverjali ter po potrebi spreminjali po vsakem odprtju novega 
vzorca/epice z encimom. 
3.1.2. Spojine 
Spojine, na katerih smo izvajali testiranja, smo pridobili iz različnih virov. Večina jih je bila 
iz knjižnice spojin Fakultete z farmacijo, ki vsebuje na fakulteti sintetizirane spojine, nekaj 
spojin pa smo pridobili iz tujine.  
Spojine so bile hranjene v zamrzovalniku, za izvedbo testiranj pa smo jih odmrznili in 
ustrezno razredčili. Redčenje je potekalo z DMSO, in sicer večinoma na koncentracijo 20 
mM. Zaradi odmrzovanja, reaktivnosti spojin in dejstva, da so nekatere spojine pri sobni 
temperaturi tekom eksperimentalnega dela razpadle, smo morali nekatere razredčene spojine 
pripraviti večkrat in določena testiranja tudi ponoviti. 
3.1.3. Laboratorijski pribor in strojna oprema  
Pri laboratorijskem delu smo uporabljali steklene čaše, steklene palčke, kapalke, 
erlenmajerice, stojala, mikrocentrifugirke, mikropipete in mikrotitrske ploščice s 96 
luknjicami. Za meritev in uravnavo pH pufra smo uporabili pH meter, za pred-inkubacijo in 
inkubacijo encimskih testiranj pa inkubator. Količino sproščenega fosfata, ki nastane pri 
reakciji med substratom in encimom MurA, smo merili spektrofotometrično pri valovni 




3.2.1.  Biokemijski testi 
MurA katalizira reakcijo med UDP-GlcNAc in PEP, ki predstavlja prvo stopnjo v biosintezi 
bakterijske celične stene. Pri reakciji nastajata UDP-GlcNAc-EP in fosfat (10, 12–15).  
Slika 13: Reakcija med UDP-GlcNAc in PEP, ki jo katalizira MurA, pri njej pa nastajata UDP-
GlcNAc-EP in prosti fosfat; prirejeno po (15). 
Z reagentom BIOMOL® GREEN lahko prav preko količine sproščenega fosfata posredno 
določimo aktivnost encima. BIOMOL® GREEN je enostopenjski reagent za kolorimetrično 
določitev prostega fosfata, ki nastaja pri encimskih reakcijah fosfataz. Molibdat tvori s 
sproščenim fosfatom fosfomolibdat, ta pa z malahit zelenim  obarvan kompleks z 
maksimumom absorbance pri 650 nm (25).  
H3PO4   +   12 H2MoO4   →   PO4(MoO3)123-   +   12 H2O   +   3 H+  
fosfat           molibdat                 fosfomolibdat 
PO4(MoO3)12
3-   +   3 MG+   →   (MG)3PO4(MoO3)12 
fosfomolibdat        malahit zeleno    obarvan kompleks (A650 nm)  
Preko umeritvene premice lahko tako določimo množino pri reakciji sproščenega fosfata, ki 
je sorazmerna katalitski aktivnosti encima. Zaviralci encima MurA zmanjšajo količino 
sproščenega fosfata, saj onemogočijo potek reakcije med UDP-GlcNAc in PEP. Zmanjšanje 
aktivnosti podajamo z rezidualno aktivnostjo (RA), ki je razmerje med aktivnostjo encima 
ob prisotnosti zaviralca in aktivnostjo encima brez zaviralca v odstotkih.  
(absorbanca vzorca−absorbanca ozadja) 
(absorbanca DMSO −absorbanca ozadja)
=  
razlika zaradi sprostitve fosfata med reakcijo
absorbanca slepega vzorca
 = RA (%) 
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Močnejši zaviralci bolj zavrejo delovanje encima MurA, sprosti se manj fosfata, ki ga 
zaznamo s kolorimetričnim reagentom, posledično pa izračunamo nižjo vrednost RA.  
Iz vrednosti RA lahko izračunamo tudi vrednost IC50, koncentracijo zaviralca, pri kateri je 
zavrte 50 % katalitske aktivnosti encima (RA = 50 %). Za izračun omenjene vrednosti 
potrebujemo RA pri 7 različnih koncentracijah spojine.  
Če smo pri delu izmerili RA ≈ 10 %, smo določitev začeli z enako koncentracijo spojine kot 
pri določanju RA (torej če je bila koncentracija spojine 100 μM pri meritvi RA, smo kot prvo 
koncentracijo za določitev IC50 vzeli 100 μM). Za ostalih 6 koncentracij smo začetno 
koncentracijo 6-krat pomnožili s ∼ 0,7, tako da smo dobili lepo razporejene RA med 10 in 
90 %. Če se teh sedem pridobljenih vrednosti RA med sabo ni razlikovalo, smo meritev IC50 
ponovili pri za polovico nižji začetni koncentraciji (pri koncentraciji spojine 100 μM pri 
meritvi RA, smo kot prvo koncentracijo za določitev IC50 vzeli 50 μM). Pri izmerjenih RA 
okrog 30 % oziroma okrog 50 % (pri koncentraciji spojin 100 μM) smo kot prve 
koncentracije za določitev IC50 izbrali 250 μM oziroma 500 μM.  
Praktični prikaz obarvanja po dodatku reagenta BIOMOL® GREEN pri merjenju 
rezidualnih aktivnosti (RA) z namenom določanja vrednosti IC50 pri padajočih 
koncentracijah dveh spojin je prikazan na Sliki 14.  
Prva vrstica (A) predstavlja ozadje in v luknjicah ni spojin v DMSO, ampak le DMSO. V 
ostalih vrsticah je prisoten zaviralec. V stolpcih 1–4 je prva spojina (B–H) , v stolpcih 5–8 
pa druga (B–H). Stolpci 1, 2 in 5, 6 prikazujejo slepe vzorce, kjer ni encima, prisotni so oba 
zaviralca in raztopini pufra ter substratov. Stolpci 3, 4 in 7, 8 so stolpci, v katerih je poleg 
zaviralcev in raztopin pufra ter substrata tudi encim MurA. V obeh primerih koncentracija 
spojin pada od B proti H, kar lahko vidimo tudi po proti dnu naraščajoči intenziteti obarvanja 
in potrdimo predvidevanje, da se pri višjih koncentracijah zaviralca sprosti manj fosfata, ker 
je encim bolj zavrt. Sklepamo lahko, da pri danih pogojih prva spojina bolj zavre delovanje 















Na predstavljenem principu merjenja sproščenega fosfata in izračuna RA smo opravili vsa 
določanja omenjena v naslednjem poglavju. 
 
3.2.2. Računanje encimske kinetike in izris grafov 
Pri izračunu encimske kinetike in določitvi vrste inhibicije smo uporabili programa Sigma 
Plot (verzija 14, Systat Software, ZDA) in Prism (verzija 6, GraphPad, ZDA).  
Slika 14: Praktični prikaz obarvanja po dodatku reagenta BIOMOL® GREEN pri merjenju 
rezidualnih aktivnosti (RA) pri padajočih koncentracijah dveh spojin.  
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4. EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1. UMERITVENA KRIVULJA ZA FOSFAT 
Po  navodilih, ki so bila priložena reagentu BIOMOL® GREEN, smo določili umeritveno 
krivuljo za fosfat. Na mikrotitrsko ploščico smo nanesli različne koncentracije priloženega 
fosfatnega standarda BML-KI102, ki so ustrezale predpisani množini fosfata (Preglednica 
2) (24). 
Zahtevane koncentracije (40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0 μM) smo pripravili tako, da smo 
fosfatni standard BML-KI102 s koncentracijo 800 μM, redčili s pufrom MurA (50 mM 
HEPES s pH 7,8). 50 μL pripravljenih raztopin z različnimi koncentracijami standarda smo 
nanesli na mikrotitrsko ploščico v dveh paralelah. Nato smo dodali 100 μL reagenta  
BIOMOL® GREEN v vsako luknjico in inkubirali 20 min na sobni temperaturi. Izmerjene 
absorbance so podane v Preglednici 3.  






A1 A2 Povprečje A1,2 
40 2 0,323 0,331 0,327 
20 1 0,232 0,200 0,216 
10 0,5 0,119 0,114 0,117 
5 0,25 0,067 0,070 0,069 
2,5 0,125 0,048 0,050 0,049 
1,25 0,063 0,046 0,040 0,043 
0,625 0,031 0,041 0,040 0,041 
0 (slepa kontrola) 0 0,039 0,039 0,039 
 
Iz pridobljenih rezultatov smo narisali umeritveno premico (Slika 15). 
























Množino sproščenega fosfata smo izračunali s pomočjo pridobljene enačbe premice  
(y = kx + n), in sicer: 
Enačba 1:  sproščeni fosfat (nmol) = (Apovpr – n)/k 
sproščeni fosfat pri koncentraciji fosfatnega standarda 40 μM = (0,327 – 0,0373)/0,1514 = 1,91 nmol 
4.2. DOLOČANJE USTREZNE AKTIVNOSTI ENCIMA 
Izbiro ustrezne aktivnosti encima smo določili tako, da smo na ploščo nanesli 5 različnih 
koncentracij encima. V prva dva stolpca smo odmerili 2,5 μL DMSO, 32,5 μL pufra 50 mM 
HEPES pH 7,8 in 32,5 μL raztopine substrata. V druga dva stolpca smo namesto pufra 50 
mM HEPES pH 7,8 dodali 32,5 μL raztopine encima, ki je bila od vrha proti dnu razredčena: 
1/50, 1/100, 1/150, 1/200 in 1/250. Iz pridobljenih rezultatov (Preglednica 4) smo se odločili, 
pri kateri koncentraciji encima bomo izvajali meritve.  
Preglednica 4: Absorbance (A) in aktivnosti encima MurA pri različnih razredčitvah encima. 
Meritve pri A1 in A2 so slepe (ni encima), meritve pri A3 in A4 pa so posledica dodatka različnih 
koncentracij encima. Aktivnost predstavlja razliko med povprečji absorbanc vzorca in ozadja. 
  A1 A2 Povprečje A1,2 A3 A4 Povprečje A3,4 Aktivnost 
1/50 0,057 0,057 0,057 0,338 0,346 0,342 0,285 
1/100 0,060 0,058 0,059 0,369 0,364 0,367 0,308 
1/150 0,054 0,058 0,056 0,379 0,376 0,378 0,322 
1/200 0,058 0,053 0,056 0,303 0,285 0,294 0,239 
1/250 0,055 0,055 0,055 0,283 0,26 0,272 0,217 
 
Pri vsakem odprtju novega vzorca encima smo določanje ustrezne redčitve encima ponovili, 
tako da se koncentracija encima pri izvedenih testih v nadaljevanju lahko razlikuje.  
4.3. DOLOČANJE ZAVIRALNE AKTIVNOSTI SPOJIN  
4.3.1. DOLOČANJE REZIDUALNE AKTIVNOSTI ENCIMA 
Najprej smo vse spojine odmrznili in jih razredčili z DMSO na želene koncentracije v 
milimolarnem območju (20 mM). V celotno prvo vrstico smo nanesli 2,5 μL DMSO (slepi 
vzorec). 2,5 μL vsake razredčene spojine smo nanesli na mikrotitrsko ploščico v štirih 
paralelah, ena mikrotitrska ploščica je tako zadoščala za 21 spojin. Prvi dve paraleli sta 
predstavljali ozadje, zato smo vanje vnesli 32,5 μL pufra za MurA in 15 μL raztopine 
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substratov. V drugi dve paraleli smo nanesli vzorec, in sicer 32,5 μL raztopine encima v 
pufru za MurA in UDP-GlcNAc ter 15 μL raztopine substratov.  
Po nanosu vseh reagentov smo ploščice inkubirali 15 minut pri 37°C. Nato smo v vsako 
luknjico dodali 100 μL reagenta BIOMOL® GREEN in inkubirali na sobni temperaturi še 5 
minut. Sledila je meritev absorbance pri 650 nm. Izračun rezidualnih aktivnosti je na primeru 
prikazan v Preglednici 5 in z Enačbo 2.  
Preglednica 5: Meritve absorbance (A) pri določanju rezidualne aktivnosti (RA). Prikaz na primeru 
spojin 4, 11, 20 in 23. Spojine 4, 11 in 23 so uspešno zavrle encim, spojina 20 pa ni izkazala 
sposobnosti zavrtja encima. 
* redčitev encima je bila v tem primeru 1/250. 
Enačba 2: RA spojina 4 = 
(𝟎,𝟎𝟖𝟕−𝟎,𝟎𝟓𝟗)
(𝟎,𝟐𝟒𝟏−𝟎,𝟎𝟓𝟓)
 × 𝟏𝟎𝟎 % =  
𝟎,𝟎𝟐𝟖
𝟎,𝟏𝟖𝟔
 × 𝟏𝟎𝟎 % = 𝟏𝟓, 𝟏 % 
4.3.2. DOLOČANJE VREDNOSTI IC50  
IC50 je tista koncentracija zaviralca, pri kateri je zavrte 50 % katalitske aktivnosti encima 
(RA = 50 %). Spojinam, katerih RA so bile nižje od 50 %, smo vrednost IC50 določali s 
pomočjo Hillove enačbe (Enačba 3, Enačba 4). 
𝐄načba 3:  𝒍𝒐𝒈 (
𝑹𝑨
𝟏𝟎𝟎−𝑹𝑨
) = 𝑯 × 𝒍𝒐𝒈 𝑰 − 𝑯 × 𝒍𝒐𝒈 𝑲𝒅 
H = Hillov koeficient, 
I = koncentracija inhibitorja, 
Kd = konstanta disociacije 




n = konstantni člen enačbe  
k = naklon premice 
Izračun in določitev vrednosti IC50 sta prikazana v Preglednici 6, Preglednici 7 in na Sliki 16 
na primeru spojine 9, ki je pri testiranju RA izkazala vrednost 32,6 %. 
1/250* A1  A2 
Povprečje  
A1,2  
A3  A4  
Povprečje  
A3,4  
Razlika RA (%) 
DMSO 0,051 0,059 0,055 0,227 0,255 0,241 0,186   
4 0,058 0,060 0,059 0,087 0,087 0,087 0,028 15,1 
11 0,054 0,060 0,057 0,063 0,069 0,066 0,009 4,8 
20 0,057 0,061 0,059 0,234 0,236 0,235 0,176 94,6 
23 0,057 0,063 0,060 0,108 0,112 0,110 0,050 26,9 
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Preglednica 6: Določanje vrednosti IC50 spojini 9. Spojino smo iz koncentracije 20 mM razredčili 
na sedem različnih koncentracij (1000, 700, 500, 350, 240, 170 in 115 μM). Absorbanci 1 in 2 (A1, 
A2) prikazujeta vrednosti ozadja, absorbanci 3 in 4 (A3, A4) pa vrednosti vzorca. Razlika predstavlja 
vrednost vzorca brez ozadja. 






Razlika RA (%) 
DMSO 0,055 0,055 0,055 0,294 0,316 0,305 0,250   
1000 0,052 0,053 0,053 0,145 0,154 0,150 0,097 38,8 
700 0,053 0,056 0,055 0,167 0,206 0,187 0,132 52,8 
500 0,053 0,054 0,054 0,193 0,200 0,197 0,143 57,2 
350 0,054 0,057 0,056 0,209 0,220 0,215 0,159 63,6 
240 0,053 0,055 0,054 0,223 0,215 0,219 0,165 66,0 
170 0,055 0,055 0,055 0,236 0,235 0,236 0,181 72,4 
115 0,052 0,060 0,056 0,249 0,233 0,241 0,185 74,0 
 
Preglednica 7: Iz pridobljenih RA pri različnih koncentracijah smo izračunali logaritem 
koncentracije zaviralca in logaritem vrednosti (RA/(100 – RA)).  
c (μM) RA log(c) log (RA/(100 - RA)) 
1000 38,8 3 -0,198 
700 52,8 2,845 0,049 
500 57,2 2,699 0,126 
350 63,6 2,544 0,242 
240 66,0 2,380 0,288 
170 72,4 2,230 0,419 








Izračun IC50:       IC50 = 10
−
1,8477
−0,6508 = 690 μM 




















Spojina 9 (45-G3), IC50
Slika 16: Izračun vrednosti IC50 za spojino 9 s členi pridobljene linearne premice: k = -0,6508, 
n = 1,8477. Hillov koeficient (H) je enak naklonu premice, k. 
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4.3.3. ČASOVNA ODVISNOST VEZAVE (Time dependency) 
Odvisnost zavrtja encima od časa pred-inkubacije smo določali s testom »Time 
dependency«. Pri izbranih spojinah smo aktivnost encima merili pri različnih časih pred-
inkubacije. Kot pri prejšnjemu določanju smo tudi tokrat v celotno prvo vrstico odmerili 2,5 
μL DMSO (slepi vzorec). Po 2,5 μL spojin s koncentracijami okrog vrednosti IC50, 
določenimi pri 30 minutni pred-inkubaciji, smo nanašali v štirih paralelah, na eno 
mikrotitrsko ploščico smo tako nanesli po 21 spojin hkrati. V prvo paralelo (ozadje) smo 
dodali 32,5 μL raztopine pufra, v ostale tri paralele pa 32,5 μL raztopine encima in ploščice 
pred-inkubirali pri osmih različnih časih pred-inkubacije (0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 min) 
na 37°C. Nato smo v vsako luknjico dodali 15 μL substrata in inkubirali še 15 min pri 37°C. 
Po preteku časa inkubacije smo v vsako luknjico dodali 100 μL reagenta BIOMOL® 
GREEN in pustili 5 min na sobni temperaturi. Sledilo je merjenje absorbance pri 650 nm.  
Po pridobitvi RA izbranih spojin pri vseh časih pred-inkubacije, smo te rezultate združili, 
tako da smo za vsako spojino izdelali tabelo in graf, ki sta za vsak čas pred-inkubacije 
prikazala rezidualno aktivnost in stopnjo inhibicije (100 % - RA (%)). Omenjeno je 
prikazano na primeru za spojino 53 v Preglednici 8 in na Sliki 17. 
Preglednica 8: Rezidualne aktivnosti in stopnje inhibicije pri različnih časih pred-inkubacije pri 
spojini 53 (koncentracija spojine 100 μM). 
Spojina 53     
Čas pred-
inkubacije (min) 
Rezidualna aktivnost  
(RA, %) 
Stopnja inhibicije, %  
(100 – RA) 
0 96,8 3,2 
5 54,5 45,5 
10 42,1 57,9 
20 31,3 68,7 
30 27,9 72,1 
40 30,1 69,9 
50 24,3 75,7 




4.3.4. TEST REDČENJA (Dillution assay) 
Test redčenja smo določali spojinam, pri katerih smo opazili časovno odvisno vezavo. 
Najprej smo pripravili spojine z 10 × večjo koncentracijo, kot smo določili vrednost IC50 pri 
30 min pred-inkubaciji. Nato smo pripravili raztopino encima, pri čemer smo  uporabili 5 
μL encima, 3 μL UDP-GlcNAc in 2 μL pufra (v tem primeru smo pripravili redčitev encima 
½, ker smo imeli pri prejšnjem določanju časovne odvisnosti 1/200), primešali pa smo še 1 
μL DMSO in 1 μL spojine (c = 10 * IC50). Pripravljene zmesi smo inkubirali 30 min pri 
37°C, nato smo jih s pufrom za redčenje (pufer MurA) redčili 100-krat (2 μL zmesi smo 
odpipetirali v 198 μL pufra za redčenje). Na mikrotitrske ploščice smo v celotno prvo vrstico 
nanesli 2,5 μL DMSO, v ostalih vrsticah pa je prvi stolpič predstavljal slepo meritev (2,5 μL 
DSMO, 32,5 μL pufra, 15 μL substrata). V naslednje tri stolpiče smo nanesli 35 μL 
pripravljene razredčene zmesi in 15 μL substrata. Ploščice smo inkubirali 15 min na 37°C, 
sledil je dodatek 100 μL reagenta BIOMOL® GREEN in inkubacija 5 min na sobni 
temperaturi. Če spojina encim zavira ireverzibilno, je ostala RA po 100-kratnem redčenju 
nizka, ker se aktivnost encima ni obnovila. Pri spojinah, ki encim zavirajo reverzibilno, pa 
je RA po 100-kratnem redčenju encima blizu 100 %. Kot pozitivno kontrolo smo vzeli 
fosfomicin, katerega RA mora biti v obeh primerih enak (nizek, okrog vrednosti 0 %), kar 






















Spojina 53, Časovna odvisnost vezave
A9 100 μM





4.3.5. DOLOČANJE KINETIČNIH PARAMETROV ZNAČILNIH ZA 
KOVALENTEN IREVERZIBILEN NAČIN ZAVIRANJA ENCIMA (KI 
in kinact) 
Konstantna inhibicije (KI) je koncentracija zaviralca, kjer je dosežena polovica maksimalne 
hitrosti tvorbe kovalentne vezi. Pri majhnih molekulah zaviralca, ki z encimom najprej 
tvorijo reverzibilno vez in šele nato ireverzibilno kovalentno vez, je merilo moči tvorbe prve 
stopnje. Konstantna inaktivacije kinact je konstantna prvega reda, ki opisuje maksimalno 
hitrost druge stopnje – tvorbe kovalentne vezi. Razmerje KI/kinact opisuje skupno hitrost 
tvorbe kovalentne vezi iz proste oblike encima do ireverzibilnega kompleksa encima z 
zaviralcem.  
Določanje poteka preko dveh stopenj; najprej smo določali rezidualno aktivnost pri različnih 
koncentracijah encima. Odvisnost RA od časa pred-inkubacije nam zagotovi kobs, opazovano 
konstanto prvega reda, iz katere pridobimo vrednosti KI, kinact in njunega razmerja  (14, 18, 
19). 
Najprej smo izbranim spojinam določili RA. RA smo merili pri padajoči koncentraciji spojin 
in pri različnih časih pred-inkubacije. Vsako serijo rezultatov smo merili pri različnih 
koncentracijah UDP-GlcNAc (0,005, 0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2). Meritve smo opravili tudi 
za pozitivno kontrolo – fosfomicin. 
V celotno prvo vrstico smo nanesli 2,5 μL DMSO (slepi vzorec). Po 2,5 μL spojin smo na 
ploščice nanašali v treh paralelah, tokrat je ozadje predstavljala le ena paralela, vzorec z 
encimom pa smo merili v dveh paralelah. V vsako novo vrstico smo vnesli 2-krat nižjo 
koncentracijo spojine. Po dodatku 32,5 μL raztopine pufra (1. paralela) oz. encima (2. in 3. 
paralela) smo ploščice pred-inkubirali pri različnih časih (0, 1, 2, 4, 6, 10, 15, 20, 25, 30 min) 
pri 37°C. Po pretečenem času pred-inkubacije smo dodali 15 μL raztopine substrata in 
inkubirali še 15 min pri 37°C. Sledil je dodatek 100 μL reagenta BIOMOL® GREEN, 
inkubacija na sobni temperaturi 5 minut in meritev absorbanc pri 650 nm.  
Meritve in grafi so za spojino 32, pri koncentraciji UDP-GlcNAc 0,05 mM, prikazani v 




Preglednica 9: Meritve absorbance (A) za spojino 32. A1 prestavlja ozadje, A2 in A3 pa vzorec. 
Razlika prikazuje vrednost samega vzorca brez ozadja. Prikazan je le del rezultatov, in sicer pri 
koncentraciji UDP-GlcNAc 0,05 mM in času pred-inkubacije 6 min. Dobljene RA (označene rdeče) 
so vnesene v Preglednico 10, kjer so še ostali rezultati pri koncentraciji UDP-GlcNAc 0,05 mM in 
različnih časih pred-inkubacije. 
t pred-inkubacije = 6 min 
   32 (6D) 
(μM) 
A1 A2 A3 
Povprečje  
A3,4 
Razlika RA (%) 
DMSO 0,078 0,264 0,255 0,260 0,182   
64 0,079 0,116 0,118 0,117 0,038 20,9 
32 0,073 0,140 0,138 0,139 0,066 36,3 
16 0,076 0,170 0,169 0,170 0,094 51,6 
8 0,074 0,204 0,215 0,210 0,136 74,7 
4 0,072 0,225 0,224 0,225 0,153 84,1 
2 0,074 0,242 0,243 0,243 0,169 92,9 
1 0,071 0,245 0,237 0,241 0,170 93,4 
 
Preglednica 10: Rezidualne aktivnosti spojine 32 pridobljene pri različnih časih pred-inkubacije in 
koncentraciji UDP-GlcNAc 0,05 mM. 
 






















64 0,878 0,355 0,424 0,268 0,209 0,317 0,302 0,197 0,225 0,339 
32 0,925 0,569 0,541 0,476 0,363 0,511 0,455 0,307 0,340 0,434 
16 0,928 0,759 0,738 0,642 0,516 0,675 0,599 0,425 0,490 0,570 
8 0,918 0,899 0,924 0,858 0,747 0,820 0,748 0,630 0,714 0,710 
4 0,925 0,911 0,897 0,899 0,841 0,877 0,815 0,760 0,799 0,839 
2 0,927 0,891 0,876 0,966 0,929 0,929 0,877 0,890 0,908 0,923 
1 0,899 0,850 0,868 0,993 0,934 0,918 0,763 0,858 0,905 0,962 
Slika 18: Odvisnosti RA pri padajočih koncentracijah spojine 32 od časa pred-inkubacije pri 
koncentraciji UDP-GlcNAc 0,05 mM. Podaljšan čas pred-inkubacije in povišana koncentracija 

























Sledil je izračun kobs, kinact in KI, kinetičnih parametrov značilnih za ireverzibilne zaviralce 
encimov. Najprej smo naredili graf, ki prikazuje odvisnost RA od časa pred-inkubacije po 














































































Slika 19: Združeni rezultati za spojino 32. Grafi prikazujejo časovno odvisnost rezidualne aktivnosti 











































Slika 20: Odvisnost RA od časa pred-inkubacije spojine 32, pri cUDP-GlcNAc = 0,2 mM in različnih 
koncentracijah spojine po Enačbi 5. 
Enačba 5:  𝐑𝐀 = 𝟏𝟎𝟎𝒆− 𝒌𝒐𝒃𝒔𝒕 
Po Enačbi 5 smo izračunali tudi kobs (Preglednica 11 in Slika 21).  
Preglednica 11: Izračun kobs pri različnih časih pred-inkubacije in različnih koncentracijah spojine 
32 (od 64 μM do 1 μM), pri cUDP-GlcNAc = 0,2 mM. 
Sp. 32  
(μM) kobs kobs kobs kobs kobs kobs kobs kobs kobs 
tpred-i. 1 2 4 6 10 15 20 25 30 
64 0,0956 0,0485 0,0262 0,0186 0,0118 0,0076 0,0058 0,0043 0,0040 
32 0,0853 0,0435 0,0220 0,0160 0,0102 0,0065 0,0052 0,0035 0,0029 
16 0,0820 0,0410 0,0208 0,0147 0,0093 0,0059 0,0048 0,0040 / 
8 0,0802 0,0390 0,0193 0,0137 0,0085 0,0055 0,0042 0,0035 / 
4 0,0787 0,0394 0,0192 0,0132 0,0081 0,0051 0,0039 0,0031 0,0026 
2 0,0800 0,0393 0,0192 0,0131 0,0080 0,0051 0,0038 0,0031 0,0026 






























Koncentracija zaviralca 32 (mM)








Slika 21: Graf odvisnosti kobs od različnih koncentracijah spojine 32 (od 64 μM do 1 μM),  
pri cUDP-GlcNAc = 0,2 mM. in različnih časih pred-inkubacije. 
30 
 
Iz vrednosti opazovane konstante smo dobili kinact tako, da smo dobljene vrednosti kobs iz 
Preglednice 11 delili s koncentracijami spojine 32. 
Preglednica 12: Izračun kinact pri različnih časih pred-inkubacije in različnih koncentracijah spojine 
32 (od 64 μM do 1 μM), pri cUDP-GlcNAc = 0,2 mM. 
tpred-i. 1 2 4 6 10 15 20 25 30 
64 0,0015 0,0008 0,0004 0,0003 0,0002 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 
32 0,0027 0,0014 0,0007 0,0005 0,0003 0,0002 0,0002 0,0001 0,0001 
16 0,0051 0,0026 0,0013 0,0009 0,0006 0,0004 0,0003 0,0002 / 
8 0,0100 0,0049 0,0024 0,0017 0,0011 0,0007 0,0005 0,0004 / 
4 0,0197 0,0099 0,0048 0,0033 0,0020 0,0013 0,0010 0,0008 0,0006 
2 0,0400 0,0196 0,0096 0,0065 0,0040 0,0026 0,0019 0,0015 0,0013 
1 0,0782 0,0391 0,0192 0,0131 0,0080 0,0051 0,0038 0,0031 0,0026 
 
Na koncu smo združili vse rezultate pri različnih koncentracijah UDP-GlcNAc in pridobili 
graf, ki prikazuje odvisnost kinact od koncentracije spojine. Iz pridobljenega naj bi izračunali 
vrednost KI. 
4.3.6. DOLOČANJE VRSTE VEZAVE 
Naslednji korak je bila določitev mehanizma zaviranja encima s pomočjo encimske kinetike. 
Zanimalo nas je, ali katere izmed spojin, ki niso nakazovale ireverzibilne vezave, zavirajo 
encim reverzibilno kompetitivno, nekompetitivno ali akompetitivno. 
Aktivnost encima smo tokrat merili pri različnih koncentracijah PEP (25, 50, 75, 100, 200, 
500 mM) v raztopini substrata. Kot pri prejšnjih določanjih smo tudi tokrat v celotno prvo 
vrstico odmerili 2,5 μL DMSO (slepi vzorec). Po 2,5 μL vzorca smo v padajočih 
koncentracijah nanašali v štirih paralelah, na eno mikrotitrsko ploščico smo tako nanesli po 


























pod vrednostjo IC50, ena okrog te vrednosti in tri nad vrednostjo, z najvišjo 2–3-krat > IC50). 
V prvo paralelo (ozadje) smo dodali 32,5 μL raztopine pufra, v ostale tri paralele pa 32,5 μL 
raztopine encima in ploščice pred-inkubirali 30 minut pri 37°C. Nato smo v vsako luknjico 
dodali 15 μL substrata (ki se je razlikoval v dodani koncentraciji PEP) in inkubirali še 15 
min pri 37°C. Po preteku časa inkubacije smo v vsako luknjico dodali 100 μL reagenta 
BIOMOL® GREEN in pustili 5 min na sobni temperaturi. Sledilo je merjenje absorbance 
pri 650 nm. Primer meritev absorbance za spojino 36 je v Preglednici 13 prikazan pri 
koncentraciji PEP 100 mM.  
Preglednica 13: Rezidualne aktivnosti različnih koncentracij spojine 36 pri koncentraciji PEP 100 
mM, koncentraciji encima MurA EC 3.3 mg/mL, redčitvi encima 1/200, cUDP-GlcNAc = 0,2 mM, času 
pred-inkubacije = 30 min in času reakcije = 15 min. 
36 (4H) A1 A2 A3 A4 Povprečje A2,3,4 
DMSO 0,041 0,183 0,177 0,177 0,179 
4 μM 0,043 0,055 0,057 0,053 0,055 
3 μM 0,038 0,133 0,132 0,135 0,133 
2 μM 0,043 0,148 0,158 0,149 0,152 
1,5 μM 0,042 0,17 0,175 0,175 0,173 
1 μM 0,038 0,173 0,174 0,180 0,176 
0,5 μM 0,042 0,173 0,176 0,180 0,176 
0 μM 0,041 0,169 0,175 0,172 0,172 
 
Sledil je izračun aktivnosti vsake paralele encima, ki smo mu dodali spojino, kar smo storili 
tako, da smo od vsake aktivnosti (A2–A4) odšteli aktivnost ozadja (A1). 
S pomočjo enačbe iz umeritvene premice encima smo določili množino sproščenega fosfata 
v mikromolih (Enačba 6).  
Enačba 6: sproščeni fosfat (μmol) = =  
(aktivnost (A2,3,4 – A1)  – n)
(k × 1000)
  
Enačba umeritvene premice: y = 0,1514x + 0,0373 
Izračun:         sproščeni fosfat (μmol) =  
(0,142 – 0,0373)
(0,1514 × 1000)
= 6,915 × 10−4 μmol 
Vse aktivnosti encima in ostali rezultati sproščenih fosfatov spojine 36 pri koncentraciji PEP 
100 mM so prikazani v Preglednici 14. 
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Preglednica 14: Aktivnosti encima in množine sproščenih fosfatov spojine 36 pri koncentraciji PEP 
100 mM. 





















DMSO 0,142 0,136 0,136 0,000692 0,000652 0,000652 
4 μM 0,012 0,014 0,010 0,0000 0,0000 0,0000 
3 μM 0,095 0,094 0,097 0,000381 0,000375 0,000394 
2 μM 0,105 0,115 0,106 0,000447 0,000513 0,000454 
1,5 μM 0,128 0,133 0,133 0,000599 0,000632 0,000632 
1 μM 0,135 0,136 0,142 0,000645 0,000652 0,000692 
0,5 μM 0,131 0,134 0,138 0,000619 0,000639 0,000665 
0 μM 0,128 0,134 0,131 0,000599 0,000639 0,000619 
 
Iz množine sproščenega fosfata smo izračunali hitrost (Enačba 7), ki je odvisna od količine 
encima in časa vezave. Določili smo tudi recipročno vrednost hitrosti (Enačba 8). Pri vsaki 
koncentraciji smo potem izračunali še povprečne vrednosti hitrosti in recipročne hitrosti za 
tri vzporedne paralele in dodali še količnik med substratom in hitrostjo. 
 
Enačba 7: v =  
𝑛 𝑠𝑝𝑟𝑜šč𝑒𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑓𝑜𝑠𝑓𝑎𝑡𝑎
č𝑎𝑠 𝑟𝑒𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑒 × 𝑘𝑜𝑙𝑖č𝑖𝑛𝑎 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑎 𝑣 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑢 ×𝑟𝑒𝑑č𝑖𝑡𝑒𝑣×
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑑𝑜𝑑𝑎𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑒𝑛𝑐𝑖𝑚𝑎 𝑛𝑎 𝑙𝑢𝑘𝑛𝑗𝑖𝑐𝑜
𝑠𝑘𝑢𝑝𝑛𝑖 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑛 𝑣 𝑙𝑢𝑘𝑛𝑗𝑖𝑐𝑖
 
Izračun:          v = 
0,000692 𝜇𝑀


























   
Ostali izračuni hitrosti, recipročnih vrednosti hitrosti, njihovih povprečij in razmerja med 






Preglednica 15: Hitrosti (v), recipročne vrednosti hitrosti (1/v) in njihova povprečja za spojino 36. 
Vrednosti pri 4 μM smo zaradi negativnega predznaka (eksperimentalna napaka) pri izrisu grafa 
izpustili. 
c PEP = 100 mM 
36 
(4H) v1 v2 v3 
Povprečje 
v 1/v1 1/v2 1/v3 
Povprečje 
1/v 
DMSO 0,0043 0,0041 0,0041 0,0041 232,63 246,77 246,77 242,06 
3 μM 0,0023 0,0023 0,0025 0,0024 422,12 429,57 407,98 419,89 
2 μM 0,0028 0,0032 0,0028 0,0029 359,77 313,47 354,53 342,59 
1,5 μM 0,0037 0,0039 0,0039 0,0039 268,54 254,51 254,51 259,19 
1 μM 0,0040 0,0041 0,0043 0,0041 249,30 246,77 232,63 242,90 
0,5 μM 0,0038 0,0040 0,0041 0,0040 259,94 251,88 241,87 251,23 
0 μM 0,0037 0,0040 0,0038 0,0038 268,54 251,88 259,94 260,12 
 
 
Preglednica 16: Razmerja med koncentracijo PEP v substratu (v tem primeru 100 mM) in 
povprečnimi hitrostmi. Vrednosti pri 4 μM smo zaradi negativnega predznaka (eksperimentalna 
napaka) pri izrisu grafa izpustili. 
c PEP = 100 mM 
36 (4H) Povprečje v S / Povprečje v 
3 μM 0,0041 41969,8 
2 μM 0,0024 34128,6 
1,5 μM 0,0029 25902,0 
1 μM 0,0039 24267,5 
0,5 μM 0,0041 25101,1 
0 μM 0,0040 25994,1 
 
 
Iz dobljenih rezultatov pri vseh koncentracijah PEP (25, 50, 75, 100, 200, 500 mM) smo 
narisali graf odvisnosti recipročne vrednosti hitrosti od koncentracije inhibitorja (Slika 23) 
in graf odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v substratu in povprečnimi hitrostmi od 













Na encimu MurA smo preizkusili delovanje okoli 100 spojin. Razdelili smo jih po 
predvidenem načinu vezave glede na njihovo strukturo. Spojine so prikazane v knjižnici 
reverzibilnih zaviralcev (Preglednica 17) in knjižnici kovalentnih zaviralcev (Preglednice 
18–21). V preglednicah so podane rezidualne aktivnosti in določene vrednosti IC50. RA so 
bile pri nekaterih spojinah iz Preglednice 17 izmerjene dvakrat, kar je označeno z oklepaji 
zraven meritev. Prve meritve smo opravili na spojinah, ki smo jih že dobili ustrezno 
raztopljene in razredčene v pufru. Druge meritve smo izvajali na spojinah, ki smo jih prejeli 
v trdni obliki ali pa raztopljene v 100 % DMSO. Take spojine smo do želenih koncentracij 






































Slika 23: Graf odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v substratu in povprečnimi hitrostmi od 
koncentracije inhibitorja pri spojini 36. 
 
 










































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v substratu in povprečnimi













Preglednica 17: Knjižnica reverzibilnih zaviralcev, spojine 1–28. 
 Spojina Oznaka spojine Struktura spojine RA (%) 
pri 1 mM MurA 
E. coli 
IC50 (μM) 
1  37- A6 
 
40 % (1) 
4 % (2) 
 
IC50 = 54  
2  37- G10 
 
60 % (1) 
54 % (2) 
 
IC50 = 1532  
3  40- E8 
 
15 % (1) 
8 % (2) 
 
IC50 = 299  
4  44- B6 
 
65 % (1) 
15 % (2) 
 
IC50 = 156  
5  47- H4 
 
35 % (1) 
4 % (2) 
 
IC50 = 11  
6  48- A11 
 
3 % (1) 
 
IC50 = 134  
7  40- F9 
 
54 % (1) 
27 % (2) 
 
IC50 = 978  
 
8  44- B9 
 
30 % (1) 
33 % (2) 
 
IC50 = 836  
9  45- G3 
 
16 % (1) 
27 % (2) 
 
IC50 = 690  
10  46- E4 
 
49 % (1) 
43 % (2) 
 
IC50 = 843  
36 
 
11  40- G4 
 
3 % (1) 
5 % (2) 
 
IC50 = 5,2  
 
12  39- E6 
 
3 %(1) 
3 % (2) 
IC50 = 15 
 
13  39- B4 
 
53 % (1) 
19 % (2) 
 
IC50 = 498  
 





IC50 = 28  
15  39- G8 
 
71 % (1) 
67 % 
/ 
16  40- C9 
 
17 % (1) 
3 % (2) 
 
IC50 = 95 
17  43- D7 
 
17,5 % (1) 
14 % (2) 
 
IC50 = 140  
18  41- B7 
 
8 % (1) 
77 % (2) 
/ 
19  41- C7 
 
45 % (1) 
123 % (2) 
/ 
20  41- H10 
 
43 % (1) 
95 % (2) 
/ 
21  45- H11 
 
48 % (1) 
83 % (2) 
/ 
22  47- H10 
 
57 % (1) 




23  42- A2 
 
17 % (1) 
27 % (2) 
 
IC50 = 209 
24  40- D5 
 
63 % (1) 
10 % (2) 
 
IC50 = 118 
25  38- C2 
 
20 % (1) 
23 % (2) 
 
IC50 = 191 
26  37- E9 
 
56 % (1) 
60 % (2) 
 
/ 
27  46- H8 
 
8 % (1) 
3 % (2) 
 
IC50 = 259  
 
28  46- H9 
 
19 % (1) 






Preglednica 18: Knjižnica kovalentnih fragmentov, spojine 29–52. 
Spojina Oznaka spojine Struktura spojine RA (%) 
pri 100 µM 
MurA E.coli 
IC50 (μM) 
29   2A 
 
20 % IC50 = 43  
30  2B 
 
50 % IC50 = 172  
31  2D 
 
53 % IC50 = 90  
32  2E 
 
3 % IC50 = 3,73  
33  2G 
 
1 % IC50 = 0,82  
34  3D 
 
47 % IC50 = 95  
35  3F 
 
39 % IC50 = 120  
38 
 
36  4H 
 
0.1 % IC50 = 1,65  
37  5B 
 
15 % IC50 = 24  
38  5D 
 
2 % IC50 = 0,565  
39  5E 
 
3 % IC50 = 2,25  
40  5F 
 
1,5 % IC50 = 5,26  
41  5G 
 
1 % IC50 = 0,554  
42  5H 
 
0,8 % IC50 = 0,851  
43  6A  
 
12 % IC50 = 15  
44  6D 
 
2 % IC50 = 1,09   
45  6H 
 
51 % IC50 = 164  
46  7A 
 
29 % IC50 = 76  
47  7D  
 
8 % IC50 = 39  
48  7E 
 
35 % IC50 = 29  
49  7G 
 
47 % IC50 = 141  
50  8A 
 
6 % IC50 = 1,25  
51  8B 
 
0,6 % IC50 = 0,125  
39 
 
52  8C 
 
2 %  IC50 = 0,384 
 
Preglednica 19: Knjižnica heterocikličnih kovalentnih fragmentov, spojine 53–65. 
Spojina Oznaka spojine Struktura spojine RA (%) pri 500 
μM MurA E.coli IC50 (μM) 
53  A9 
 
13 % IC50 = 70  
54  B6 
 
47 % IC50 = 408  
55  B12 
 
/ IC50 = 309  
56  C1 
 
0,6 % IC50 = 3,75  
57  D1 
 
34 % IC50 = 216  
58  D7 
 
7 % IC50 = 170 
59  D12 
 
21 % IC50 = 301  
60  F6 
 
23 % IC50 = 172  
61  G2 
 
25 % IC50 = 120  
62  G4 
 
24 % IC50 = 77  
63  G7 
 
21 % IC50 = 137  
64  G8 
 
29 % IC50 = 182  
65  G9 
 





Preglednica 20: Knjižnica kovalentnih fragmentov, ki so derivati bis(tri-fluorometil)-benzena, 
spojine 66–90. 
Spojina Oznaka spojine Struktura spojine RA (%) pri 500 
μM MurA E.coli 
IC50 (μM) 
66  30 
 
64 % / 
67  53 
 
85 %  IC50 = 29  
68  345 
 
100 % / 
69  346 
 
60 % / 
70  347 
 
108 % / 
71  348 
 
103 % / 
72  349 
 
84 % / 
73  350 
 
38 % IC50 = 164  











0 % IC50 = 52  
76  353 
 
61 % / 
77  354 
 
















IC50 = 14  
 
81  358 
 
93 % / 
82  359 
 
65 % / 
83  360 
 
88 % / 
84  361 
 
77 % / 
42 
 
85  362 
 
57 % / 
86  363 
 
16 % IC50 = 488  
87  364 
 
6 % IC50 = 107  
88  365 
 
17 % IC50 = 265  
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Preglednica 21: Knjižnica kovalentnih fragmentov, ki so derivati piperazina, spojine 91–101. 
Spojina Oznaka spojine Struktura spojine RA (%) pri 500 
μM MurA E.coli 
IC50 (μM) 
91  A6 
 
9 % IC50 = 171  
92  A5 
 
16 % IC50 = 402  
93  A4 
 
40 % IC50 = 953  
94  A3 
 
90 % / 
95  A2 
 
90 % / 
96  A1 
 






75 % / 
98  R4 
 





93 % / 
100  R2 
 













5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1. UMERITVENA KRIVULJA ZA FOSFAT 
Z enačbo umeritvene krivulje za fosfat (y = 0,1514x + 0,0373) smo dobili model, s katerim 
lahko za vsako pomerjeno absorbanco v reakcijski zmesi encima in zaviralca izračunamo 
množino sproščenega fosfata (25). Iz množine lahko nadalje izračunamo tudi hitrost poteka 
reakcije, kar smo uporabili v poglavju 4.3.6. 
5.2. DOLOČANJE USTREZNE AKTIVNOSTI  ENCIMA 
Ustrezno aktivnost encima smo določali z namenom pridobitve območja absorbance, pri 
kateri je aktivnost encima linaearna s koncentracijo analita. Kot vrednost absorbance, pri 
kateri je s  koncentracijo fosfata prisotna linearnost smo vzeli 0,1 ≤ A ≤ 0,3.  Prav tako smo 
upoštevali vpliv ozadja na rezultate in določili, da mora biti razlika med A slepe raztopine 
in absorbance vzorca vsaj  0,1. Iz Preglednice 4 lahko razberemo, da tem pogojem najbolj 
ustreza redčitev 1/250, kjer je povprečje absorbanc vzorca 0,272 (0,1 ≤ A ≤ 0,3), razlika 
absobanc vzorca in slepe raztopine (aktivnost) pa 0,217 (≥ 0,1). Redčitev encima 1/250 smo 
tako uporabljali pri vseh nadaljnjih testih z enakim vzorcem encima.  
Pri vsakem odprtju novega vzorca encima, smo meritve za določanje ustrezne aktivnosti 
encima ponovili, tako da se redčitve encima pri nekaterih testih razlikujejo, kar je tudi 
upoštevano v morebitnih izračunih. Poglavitni vzrok za razlike v aktivnosti so možne razlike 
v pogojih shranjevanja in dela, predvsem večkratnega zamrzovanja in odmrzovanja vzorcev 
encima. 
5.3. DOLOČANJE ZAVIRALNE AKTIVNOSTI SPOJIN  
5.3.1. DOLOČANJE REZIDUALNE AKTIVNOSTI ENCIMA 
Rezidualna aktivnost (RA) je eno izmed meril jakosti encimskih zaviralcev in predstavlja 
aktivnost encima, ki ostane po reakciji z zaviralcem. Kot vidimo v Enačbi 2, izračunamo RA 
kot razmerje med aktivnostjo encima v prisotnosti in odsotnosti zaviralca. Bolj kot spojina  
encim zavira, manjša je vrednost RA in močnejši zaviralec je spojina.  
Pri meritvah je treba določiti tudi ustrezno koncentracijo zaviralcev, saj ta vpliva na 
vrednosti RA. Tako smo RA pri reverzibilnih zaviralcih iz Preglednice 17 merili pri 
koncentraciji spojin 1 mM, pri kovalentnih zaviralcih iz Preglednice 18 pri 100 μM, pri 
ostalih zaviralcih iz Preglednic 19, 20 in 21 pa pri koncentraciji spojin 500 μM.  
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Same vrednosti RA ne zadostujejo za medsebojno primerjavo aktivnosti spojin. Natančnejša 
metoda primerjave so vrednosti IC50 določene pod enakimi pogoji, ki smo jih opravili v 
naslednjem koraku. Kot ustrezne smo izbrali spojine, ki so dosegale RA okrog 50 % ali nižje 
pri izbrani koncentraciji. Takih spojin je bilo okrog 70.  
5.3.2. DOLOČANJE VREDNOSTI IC50  
Določanje vrednosti IC50 je poleg določanja RA eno izmed najosnovnejših meril vrednotenja 
jakosti zaviralcev encimov. Zelo pogosto se uporablja v začetnih fazah iskanja in 
vrednotenja spojin. Predstavlja vrednost koncentracije zaviralca, pri kateri je zavrte 50 % 
katalitske aktivnosti encima (RA = 50 %). Enako kot pri RA tudi pri določanju IC50  na samo 
vrednost močno vplivajo pogoji merjenja, zato velja, da jo merimo pri konstantnih 
vrednostih koncentracij substrata, pH raztopine in temperature (22).  
V idealnemu primeru vezave zaviralca na encim poteka vezava »1 na 1«, torej vezava 1 
molekule zaviralca v eno aktivno mesto v encimu. V realnosti velikokrat ni tako, pogosto 
imajo encimi več aktivnih mest. Ob vezavi inhibitorja v eno aktivno mesto lahko pride do 
spremembe afinitete za vezavo na drugo aktivno mesto encima, kar imenujemo 
kooperativnost. V nekaterih primerih je za inhibicijo lahko potrebna več ali manj kot ena 
molekula zaviralca. Vezavo liganda na encim ponazorimo s Hillovim koeficientom (H) in 
naklonom premice. V idealnem primeru je vrednost H = 1, kar pomeni, da se v 1 aktivno 
mesto veže 1 molekula zaviralca. Pri pozitivni kooperativnosti ( H > 1) vezava liganda 
poveča afiniteto za vezavo drugega liganda, do česar najpogosteje prihaja pri 
nespecifičnemu mehanizmu inhibicije, ko se zaviralec veže nespecifično na površino encima 
in s tem onemogoči njegovo pravilno delovanje ali pa ko se zaviralec veže na več aktivnih 
mest na encimu, ter tudi pri ireverzibilni inhibiciji (19, 26). Če je vrednost H < 1 govorimo 
o negativni kooperativnosti, pri kateri vezani ligand zmanjša afiniteto za vezavo drugega 
liganda. Do takšnega obnašanja prihaja pri prenasičenih raztopinah ali slabo topnih spojinah. 
Pri kovalentnih zaviralcih je določanje jakosti zaviralnega učinka z IC50 mnogokrat 
neprimerno. Do vezave na encim pride počasi, zato so lahko tipični pred-inkubacijski časi, 
ki se uporabljajo pri meritvah, prekratki. Pri kovalentnih zaviralcih je tako določanje IC50 le 
okvirna metoda določanja zaviralnega učinka, ki pa vseeno omogoči medsebojno primerjavo 
spojin, če so vrednosti IC50 določene pod enakimi pogoji (19). 
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Koncentracije, iz katerih smo določili vrednost IC50, smo izbrali glede na predhodno 
izmerjene RA. Prva koncentracija spojine za določitev IC50 je bila pri spojinah z vrednostjo  
RA ≈ 10 % enaka koncentraciji spojine pri določanju RA (torej če je bila koncentracija 
spojine 100 μM pri meritvi RA, smo kot prvo koncentracijo za določitev IC50 vzeli 100 μM). 
Spojine z višjimi vrednostmi  RA so encim zavrle manj uspešno, zato smo sklepali, da 
polovično zavrtje katalitične aktivnosti encima poteka pri višji koncentraciji spojine. Prva 
koncentracija spojine za določitev vrednosti IC50 je tako bila 2,5- oziroma 5-krat večja kot 
koncentracija spojine pri določanju RA (pri koncentraciji spojine 100 μM pri meritvi RA ≈ 
30 % oziroma 50 %, smo kot prvo koncentracijo za določitev IC50 vzeli 250 μM oziroma 
500 μM). Imeli smo pa tudi primere, pri katerih so bile RA pri 7 različnih koncentracijah 
zelo nizke in med seboj zelo podobne, ker so bile koncentracije spojin za določitev IC50 
previsoke. Meritve IC50 smo tako ponovili pri polovično nižjih koncentracijah spojine. 
Encim MurA ima eno aktivno mesto, v katerem je en katalitičen cistein, tako da bi v 
idealnem primeru pričakovali Hillove koeficiente okrog vrednosti 1. V eksperimentalnem 
delu je predstavljena spojina 9, pri kateri smo izračunali vrednost IC50 690 μM in Hillov 
koeficient (H) 0,6508. Na nizko vrednost H so morebiti vplivale težave s topnostjo spojine.  
V nadaljevanju lahko na primerih spojin vidimo grafa določanja IC50. Večina spojin je imela 
Hillove koeficiente blizu vrednosti 1 (0,8–1,3), kar nakazuje, da se je v aktivno mesto encima 
vezala ena spojina (primer spojine 10, Slika 25). Pri spojini 7 je Hillov koeficient približno 
3. Glede na strukturo spojine, v kateri ni prisotnega elektrofila, lahko sklepamo, da je spojina 
nespecifičen zaviralec, ki je v raztopini tvorila hidrofobne skupke. Ti skupki, prisotni v 
submikrometrskem velikostnem razredu, so se verjetno adsorbirali na površino encima in 
povzročili navidezen zaviralni učinek spojine (Slika 26). Pri rešetanju visoke zmogljivosti 
je nespecifičen način zaviranja pogost pojav, ki ravno zaradi tvorbe skupkov povzroči lažno 
pozitivne rezultate zaviralnega učinka. Pri vseh visokih vrednostih Hillovih koeficientov 
pridobljenih pri rešetanju spojin, je tako treba za pridobitev ustrezne napovedne vrednosti 
Hillovih parametrov, izvesti nadaljnja določanja lastnosti zaviralnega učinka (26, 27). 
Nastanku tvorbe hidrofobnih skupkov smo se poskušali izogniti z dodatkom površinsko 
aktivne snovi, Tritona X114, s koncentracijo 0,005 % v končnem testu. Koncentracijo v 
končnem testu bi lahko tudi povečali, a bi to lahko vodilo v pretirano penjenje in 




Slika 25: Primer spojine s H ∼ 1.                          Slika 26: Primer spojine s H > 1. 
 
Ostale vrednosti IC50 in grafi s Hillovimi koeficienti so prikazani v Prilogah. 
Glede na vrednosti IC50 so encim najbolj zavrle spojine iz Knjižnice kovalentnih fragmentov 
(Preglednica 18); 51 (IC50 = 0,125 μM), 52 (IC50 = 0,384 μM), 41 (IC50 = 0,554 μM), 38 
(IC50 = 0,565 μM), 33 (IC50 = 0,82 μM)in 42 (IC50 = 0,851 μM). Omenjene spojine imajo 
podobne submikromolarne vrednosti IC50, kot jo ima fosfomicin (IC50 = 0,25 μM (15)), iz 
česar lahko sklepamo, da so spojine s tega stališča približno enako aktivne kot fosfomicin.  
5.3.3. ČASOVNA ODVISNOST VEZAVE (Time dependency) 
Stopnje zaviranja delovanja encima se pri različnih spojinah dosegajo z različnimi časi pred-
inkubacije s substratom. Pri hitrih reverzibilnih zaviralcih pride do tvorb vezi in 
posledičnega zaviranja encima v kratkem času. Pri kovalentnem načinu zaviranja encimov 
pa velja, da je njihovo delovanje odvisno od časa pred-inkubacije. Za doseg zavrtja so včasih 
potrebni tudi veliko daljši časi pred-inkubacije, zato takšne zaviralce s tipičnimi 
eksperimentalnimi pogoji mnogokrat prezremo (17). Za izvajanje testa smo izbrali spojine, 
ki bi se glede na svojo strukturo lahko kovalentno vezale na encim (spojine 29–65, v 
Prilogah). 
Spojine 53–65 vsebujejo heterociklična jedra, na katera so pripeti različni fragmenti/bojne 
glave (halogeni, vinili, etinili, ciano skupine). Iz Slike 27 lahko razberemo, da so za doseg 
konstante stopnje inhibicije (plato) potrebni različni pred-inkubacijski časi. Med omenjenimi 
spojinami pride do zaviranja najhitreje pri spojinah 54, 55 in 62, kjer je že pri krajših časih 
pred-inkubacije ( < 10 min) stopnja inhibicije nad 80 %. Pri spojinah 59 in 60 zaviranje 
poteka počasneje. Oba grafa sta v začetni fazi bolj položna, 80 % stopnjo inhibicije dosežeta 
y = -3,0239x + 9,0419
R² = 0,9861



















Spojina 7 (40-F9)y = -0,8678x + 2,5391
R² = 0,9543

























šele pri 50 minutah pred-inkubacije. Pri obeh bi za doseg popolne inhibicije lahko podaljšali 
pred-inkubacijske čase. Pri vseh omenjenih spojinah smo torej zaznali časovno odvisnost 
zaviranja encima, kar je ena izmed lastnosti kovalentne inhibicije. Meritve za spojino 65 
nismo opravili do konca, saj nam je spojine med izvajanjem zmanjkalo. Predvidevamo 
lahko, da je ireverzibilna inhibicija bolj verjetna pri tistih spojinah, ki po 60 minutah pred-
inkubacije dosežejo 80 % ali višjo inhibicijo. Pri poteku do 50 % inhibicije, gre najverjetneje 
za reverzibilno kovalentno inhibicijo. Omenjeno lahko vidimo pri spojinah 35, 41 in 52 iz 
Knjižnice kovalentnih fragmentov (Preglednica 18).  
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pri spojini 35 smo imeli težave s topnostjo


















































5.3.4. TEST REDČENJA (Dillution assay) 
S testom redčenja potrdimo ali je vez med spojino in encimom kovalentno reverzibilna  ali 
ireverzibilna (17). Pri izvajanju testa pripravimo 100-krat večjo koncentracijo encima od 
običajne koncentracije (pri kateri določamo začetno RA) in 10-krat večjo koncentracijo 
spojine od njene vrednosti IC50. Po pol urni pred-inkubaciji (enako kot v običajnem testu), 
encim oziroma zmes redčimo 100-krat, da imamo končno koncentracijo encima enako kot v 
običajnem testu.  
Pri reverzibilni zaviralcih se aktivnost encima po redčenju obnovi, saj imamo v končnem 
testu običajno koncentracijo encima in 1/10 koncentracije IC50. Takšna koncentracija 
zaviralca ni zadostna, da bi bila dosežena visoka inhibicija encima. Pri ireverzibilnih 
zaviralcih pa se aktivnost ne obnovi, saj je kovalentna vez obstojna in je encim popolnoma 
zavrt. 
Test redčenja smo izvedli za večino spojin 29–101. Rezultati so podani v Preglednici 22. 
Preglednica 22: Rezultati testa redčenja. 
Spojina IC50 (µM) 
Koncentracija 
spojine v testu 
redčenja 




fosfomicin 0,250  2,5 µM 3 % 
ireverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
29 43 500 µM 82 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
30 172 1 mM 88 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
32 3,73 50 µM 42 % 
reverzibilen ali ireverzibilen 
zaviralec, časovno odvisen 
34 95 1 mM 100 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
35 120 1 mM 100 % 
težave s topnostjo, nakazuje 
reverzibilno delovanje 
37 24 250 µM 100 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
39 2,25 25 µM 60 % 
reverzibilen ali ireverzibilen 
zaviralec, časovno odvisen 
41 0.554 25 µM 85 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
43 15 150 µM 13 % 
ireverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
44 1,09 110 µM 22 % 
ireverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 





Spojina IC50 (µM) 
Koncentracija testa 
razredčitve 




46 76 1 mM 37 % 
reverzibilen ali ireverzibilen 
zaviralec, časovno odvisen 
47 39 400 µM 73 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
48 29 380 µM 82 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
49 141 1 mM 7,5 % 
ireverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
51 0,125 2,5 µM 50 % 
reverzibilen ali ireverzibilen 
zaviralec, časovno odvisen 
52 0,384 2,5 µM 61 % 
reverzibilen ali ireverzibilen 
zaviralec, časovno odvisen 
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408  3 mM 91 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
55 309  3 mM 93 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
56 3,75  0,05 mM 100 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
57 216  2 mM 60 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
58 170  2 mM 27 % 
ireverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
59 301  3 mM 10 % 
ireverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
60 172  2 mM 55 % 
ireverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
61 120  1 mM 99 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
62 77 1 mM 95 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
63 137  1 mM 93 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
64 182  2 mM 54 % 
reverzibilen ali ireverzibilen 
zaviralec, časovno odvisen 
65 294  1 mM 76 % 
reverzibilen zaviralec, 
časovno odvisen 
75 52 0,5 mM 85 % reverzibilen zaviralec 
78 10 0,1 mM 98 % reverzibilen zaviralec 
79 1,5 0,015 mM 97 % reverzibilen zaviralec 
80 14 0,15 mM 71 % reverzibilen zaviralec 
85 488 5 mM 12 % ireverzibilen zaviralec 
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Spojina IC50 (µM) 
Koncentracija 
spojine v testu 
redčenja 




87 107 1 mM 100 % reverzibilen zaviralec 
90 339 3,5 mM 36 % ireverzibilen zaviralec 
91 171 2 mM 72 % reverzibilen zaviralec 
92 402 5 mM 94 % reverzibilen zaviralec 
 
Ireverzibilen način vezave smo s testom razredčenja določili spojinam 43, 44, 49, 58, 59, 60, 
85 in 90. Pri spojinah 32, 39, 46, 51, 52 in 64 bi težko z gotovostjo trdili, da so ireverzibilni 
zaviralci. Njihove RA po redčenju so nekje med 40 in 60 %. Mogoče gre za reverzibilno 
kovalentno inhibicijo, vendar je kovalentna vez v taki časovni točki še stabilna. 
5.3.5. DOLOČANJE KINETIČNIH PARAMETROV ZNAČILNIH ZA 
KOVALENTEN IREVERZIBILEN NAČIN ZAVIRANJA ENCIMA (KI 
in kinact) 
Vrednotenje učinkovitosti ireverzibilnih zaviralcev poteka preko kinact/KI. Meritve vrednosti 
IC50 mnogokrat ne podajo realne moči ireverzibilnih kovalentnih zaviralcev, saj vrednosti 
nihajo s časom pred-inkubacije na različne načine pri različnih spojinah in se uporabljajo le 
kot okvirna stopnja razvrstitve po učinkovitosti v začetnih fazah testiranja (19). KI in kinact 
ter njuno razmerje smo določali spojinam iz Knjižnice kovalentnih fragmentov (Preglednica 
18), ki so s testom časovne odvisnosti in redčenja nakazale ireverzibilno kovalentno 
zaviranje encima. 
Pri ireverzibilnih zaviralcih pride do tvorbe kovalentne vezi z encimom, za kar je potreben 
čas. Kot že omenjeno lahko ireverzibilna inhibicija poteka v eni ali dveh stopnjah (Slika 12). 
Pri dvostopenjski inhibiciji pride najprej do tvorbe reverzibilnega kompleksa, kar je opisano 
s KI. Do tvorbe kovalentnega kompleksa pride v drugi stopnji, ki jo opišemo s kinact, 
konstanto prvega reda, ki opisuje maksimalno hitrost, ki je potrebna za tvorbo kovalentne 
vezi. KI je koncentracija inhibitorja potrebna za doseg polovične maksimalne hitrosti 
potrebne za tvorbo kovalentnega kompleksa (1/2 kinact). Razmerje kinact/KI je konstanta 
drugega reda (M-1 s-1), ki opisuje uspešnost pretvorbe encima iz proste oblike v kovalentni 
kompleks. Tudi pri enostopenjski inhibiciji, ko je zaviralec tako močan elektrofil, da z 
encimom in tudi ostalimi proteini takoj tvori kovalentno vez, se pretvorba do kovalentnega 
53 
 
kompleksa meri z kinact/KI. Določanje poteka preko kobs, opazovane konstante prvega reda 
(Slika 28) (15, 19, 20).  
Iz grafa opazovane konstante kobs določimo razmerje kinact/KI, kot je prikazano v Enačbi 9 in 
na Sliki 29.  




Pri enostopenjski inhibiciji in dvostopenjski inhibiciji z [I] << KI se enačba poenostavi v:  
𝑘𝑜𝑏𝑠 
[𝐼]
 =  
𝑘𝑖𝑛𝑎𝑐𝑡 
𝐾𝐼
 iz česar lahko izračunamo razmerje kinact/KI.  
KI lahko pridobimo iz spodnjega grafa. 
Slika 29:  Graf iz katerega lahko pridobimo KI; prirejeno po (15). 
Slika 28: Levi graf prikazuje odvisnost RA od časa pred-inkubacije po  Enačbi 5Enačba 5  
(RA =100e(- kobst)). Dobljene vrednosti kobs so v odvisnosti koncentracije zaviralca prikazane na grafu 
desno; prirejeno po (15). 
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Pri določanju smo najprej izmerili RA pri različnih koncentracijah substrata UDP-GlcNAc. 
Kot vidimo pri rezultatih spojine 32, smo se že pri teh meritvah soočali s težavami, sploh pri 
nizkih koncentracijah UDP-GlcNAc. RA smo nato prilegali Enačbi 5 in izračunali kobs. Pri 
spojini 32 lahko vidimo, da je inhibicija potekla zelo hitro, saj rezidualne aktivnosti encima 
padejo na zanemarljive vrednosti že po približno 6 minutah pred-inkubacije. Pridobljene 
krivulje kobs so pri spojini 32 zelo položnega naklona, prav tako ne sekajo ordinate v točki 0. 
Iz tega lahko sklepamo, da je spojina 32 preveč reaktivna in tako hitro zavre delovanje 
encima, da tega ne moremo izmeriti s tem testom. kinact/KI nam tako ni uspelo izračunati. 
Izboljšane rezultate bi morda dobili pri nižjih koncentracijah spojine in še krajših časih pred-
inkubacije, kar pa bi bilo praktično težko izvedljivo. Rezultate smo vstavili tudi v program 
Prism, ki je podal naslednje rezultate podane na Sliki 30. 
 
 
Konstanti smo neuspešno merili tudi za ostale spojine 29–52, kar je prikazano v prilogah. 
Nobena od teh spojin ni izkazala ustreznega delovanja. Sklepamo lahko, da so fragmenti 
Slika 30: Graf rezidualne aktivnosti encima v odvisnosti od časa pred-inkubacije, graf kobs v 
odvisnosti od koncentracije spojine 32, graf kinact v odvisnosti od koncetracije UDP-GlcNAc. 
Izračunano s programom GraphPad Prism. 
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preveč reaktivni, da bi jih s tem testom, pri kateremu merimo le končno točko, ustrezno 
kinetično ovrednotili. Prav tako jih na uporabljeni časovni skali odzivov v minutnem 
območju, ne moremo primerno zaznati. Pri nadaljnji optimizaciji bi lahko za zmanjšanje 
reaktivnosti fragmentov uporabili večje elektron donorske ali akceptorske skupine ter 
ustrezno selektivnost nastalih spojin preverjali še na drugih encimih. 
5.3.6. DOLOČANJE VRSTE VEZAVE  
Spojine iz knjižnice kovalentnih fragmentov (Preglednica 18), ki s testom časovne 
odvisnosti, redčenja in meritvijo kinact/KI niso nakazovale ireverzibilnega kovalentnega 
zaviranja encima, smo opredelili glede na vrsto vezave preko klasične encimske kinetike.  
Glede na to, da kovalentne spojine tekmujejo za vezavo na Cys115 s substratom za MurA 
(PEP), smo pri merjenju kinetike spreminjali koncentracijo PEP in glede na ta substrat 
računali, ali gre za kompetitivno, akompetitivno ali nekompetitivno vezavo. Z izračunom 
hitrosti vezave in recipročnimi vrednostmi koncentracij substrata in hitrosti smo dobili 
parametre za določanje encimske kinetike po Lineweaver-Burkovem diagramu (Slika 31).  
 
Slika 31: Lineweaver-Burkov graf encimske kinetike.  
v = hitrost, S = substrat, vmax = maksimalna hitrost, Km = Michaelis-Mentenova konstanta; 
prirejeno po (26). 
 
S pomočjo enačbe umeritvene premice smo dobili količine pri reakciji sproščenega fosfata, 
ki smo jih uporabili za izračun hitrosti reakcij. Tudi pri tem testu smo imeli veliko težav z 
reaktivnostjo spojin. Prav tako nam je v prvem poskusu izvajanja prenehal delovati encim, 
tako da smo nekatere meritve morali ponavljati. Rezultate nam je tako uspelo pridobiti pri 
4-acetil-4-bromobifenilu, spojini 36.  
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Tip inhibicije smo določali iz grafov, ki smo jih pridobili z lastnimi izračuni (28, 29) (Slika 
24 in Slika 23), in  izračunov iz programa Sigma Plot. Vanj smo vnesli vse podatke 
(koncentracije inhibitorja, substrata in hitrosti), program pa je nato vse podatke obdelal in 
jih vstavil v vsako enačbo za posamezen tip inhibicije. Na koncu smo tako pridobili tabelo, 
ki nam je prikazala, ali so vneseni podatki ustrezali kakšnemu tipu inhibicije. Pri spojini 36 
je program izračunal, da podatki ustrezajo kompetitivni inhibiciji le glede na PEP (pass), 
medtem ko ostali modeli niso bili ustrezni (fail). Rezultate lahko vidimo v Preglednici 23 in 
na Sliki 32. 
Preglednica 23: Tabela tipov inhibicije za spojino 36. Izračunano s programom Sigma Plot. Glede 
na prikazano v tabeli (besedilo označeno z modrim) vidimo, da je spojina 36 kompetitiven zaviralec 
glede na PEP. 
 R˛ Equation R 2 AICc  Runs        Sy.x 
 Test Convergence 
 1 Mixed (Partial) 0,91345 -813,812 2,000e-2 fail Yes 
 2 Mixed (Full) 0,91344 -816,054 0,01990 fail Yes 
 3 Noncompetitive (Partial) 0,91048 -812,519 2,024e-2 fail Yes 
 4 Noncompetitive (Full) 0,91048 -814,725 2,014e-2 fail Yes 
 5 Competitive (Full) 0,90915 -813,179 2,029e-2 pass Yes 
 6 Competitive (Partial) 0,90915 -810,972 2,039e-2 pass Yes 
 7 Uncompetitive (Full) 0,89572 -798,699 2,173e-2 fail Yes 










Slika 32: Lineweaver-Burkov graf za spojino 36. Izračunano s programom Sigma Plot. 
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Določanje vrste vezave smo poskusili izvesti tudi pri drugih spojinah, kar je prikazano v 
Prilogah. Kot že omenjeno je bilo tudi tukaj določanje zaradi prevelike reaktivnosti spojin 
neuspešno. Pri nekaterih spojinah je težavo predstavljala tudi stabilnost. Predvidevamo, da 
se je zaradi večkratnega odtajanja na spojine vezala voda, ki je povzročila razpad spojin. 
Različne tipe inhibicije smo poskusili pridobiti z menjavo pogojev, in sicer s spremembami 
v koncentraciji PEP. PEP smo spreminjali zato, ker smo preverjali kompeticijo glede na ta 
substrat, saj se spojine lahko vežejo na enako mesto kot PEP v encimski reakciji. Določanje 
smo začeli s konstantno vrednostjo UDP-GlcNAc 0,2 mM. Pri najnižji koncentraciji PEP 25 
mM smo dobili zelo nizke vrednosti absorbanc in aktivnosti. Za doseg ustrezne aktivnosti 
moramo koncentracije za posamezen substrat ohranjati okoli vrednosti Km, ki za PEP znaša 
163 μM (30). Koncentracijo PEP smo tako poviševali do 500 mM, s čimer so rasle tudi 
vrednosti absorbanc. Še bolj ustrezne meritve bi verjetno dobili tudi pri povišanju 
koncentracije UDP-GlcNAc, kar pa nismo storili zaradi visokih cen tega substrata.  
5.4. SPOJINE 
V Preglednici Preglednica 17 so zbrane spojine 1–28, ki naj bi reverzibilno zavirale 
delovanje encima MurA. Vrednotili smo jih z določanjem rezidualne aktivnosti encima in 
določanjem vrednosti IC50. Po teh merilih se je kot najboljši zaviralec izkazala spojina 
spojina 11 z IC50 = 5,2 μM. Gre za 1,4-naftokinon, derivat naftalena z ostrim vonjem, ki se 
uporablja kot izhodna spojina pri proizvodnji antrakinona in antrakinonskih barvil. Podobne 
spojine, ki delujejo kot kovalentni zaviralci in imajo vrednosti IC50 v mikromolarnem 
razredu, so tudi že bile poročane v literaturi (31–33). Tudi pri spojini 11 gre po vsej 
verjetnosti za kovalentno inhibicijo. Za potrditev domneve bi morali narediti še test redčenja 
in test časovne odvisnosti.  
V knjižnici kovalentnih fragmentov (Preglednica 18) so spojine 29–52. Spojinam smo 
izmerili rezidualne aktivnosti encima, vrednosti IC50 ter določali časovno odvisnost vezave, 
test redčenja, vrsto vezave in kinetične parametre ireverzibilne kovalentne vezave (kinact/KI). 
Glede na vrednosti IC50 so encim najmočneje zavrle spojine 51 (IC50 = 0,125 μM), 52 (IC50 
= 0,384 μM) in 41 (IC50 = 0,554 μM). Te vrednosti so podobne vrednosti IC50 fosfomicina 
pri enakih pogojih (IC50 = 0,250 μM), pri spojini 51 pa je ta vrednosti celo dvakrat nižja. S 
testom časovne odvisnosti in redčenja smo poskušali dokazati ireverzibilen način zaviranja 
encima. Spojine, ki so nakazovale tako delovanje so 43, 44, in 49. Pri spojinah 32, 39, 46, 
51 in 52 ne moremo z gotovostjo trditi, da gre za ireverzibilne zaviralce, saj so njihove RA 
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po redčenju med 40 in 60 %. Možno je, da gre v teh primerih za reverzibilno kovalentno 
inhibicijo, a je kovalentna vez v določeni časovni točki še stabilna. Določitev kinetičnih 
parametrov, ki veljajo za ireverzibilne zaviralce, kinact, KI in razmerje kinact/KI ni bilo uspešno 
pri nobeni od teh spojini. Celokupno smo testirali spojine 29, 32, 37, 39, 43–49, 51 in 52 ter 
kot pozitivno kontrolo fosfomicin. Že pri začetnem merjenju RA pri različnih koncentracijah 
UNAG-a spojine 29, 37, 43, 45–49 in 52 niso nakazovale ireverzibilnega delovanja, saj se 
njihova RA ni spreminjala s časom pri različnih koncentracijah UNAG-a. Neustrezno 
obnašanje RA je lahko tudi odraz razpada spojin. Za nadaljnje izračune kobs, kinact in KI so 
bile primerne le spojine 32, 39, 44 in 51. Od omenjenih smo do predvidenih izračunov prišli 
le s benzil izotiocianatom (spojino 32). Kljub temu, pa je tudi spojina 32 pokazala preveliko 
reaktivnost, saj je z encimom reagirala  tako hitro, da tega nismo mogli izmerili pri naših 
pred-inkubacijski časih. Boljše rezultate bi morda dobili s skrajšanjem pred-inkubacijskih 
časov, a bi to bilo praktično zelo težko izvedljivo, saj je bil že zdaj prvi pred-inkubacijski 
čas 1 minuta. V poštev bi prišla tudi nižja koncentracija spojin. Sledilo je določanje vrste 
vezave z reverzibilno encimsko kinetiko pri spojinah, ki niso nakazovale ireverzibilnosti. 
Uporabne rezultate smo dobili pri bromoacetil bifenilu – spojini 36, za katero smo določili 
reverzibilni kompetitivni tip inhibicije.  
Knjižnici heterocikličnih kovalentnih fragmentov, spojine 53–65 (Preglednica 19) smo 
določali rezidualne aktivnosti encima, vrednosti IC50, časovno odvisnost vezave in test 
razredčenja. Knjižnica vsebuje heterocikle z različnimi pripetimi funkcionalnimi skupinami 
(halogeni, vinili, etinili, ciano skupine). Glede na vrednosti IC50 je najbolj obetajoča spojina 
56 (IC50 = 3,75 μM), ki ima pripeto jodovo skupino. Sledijo spojine 53, 62 in 61, ki imajo 
na osnovne heterociklične obroče prav tako pripete halogene, iz česar lahko sklepamo, da 
najnižji zaviralni učinek merjen z IC50 dosežejo spojine s halogeni. Ireverzibilnost smo s 
časovno odvisnostjo vezave in testom redčenja določili spojinam 58, 59, in 60. Spojina 64 
je imela RA po redčenju 54 %, zato ne bi mogli z gotovostjo trditi, da gre za ireverzibilni tip 
inhibicije. Pri vseh štirih spojinah smo opazili za ireverzibilne zaviralce značilno počasno 
naraščanje zaviralnega učinka, kar smo pri treh potrdili tudi s testom redčenja. Omenjene 
štiri spojine so si po strukturi dokaj podobne, saj vse vsebujejo petčlenski heterociklični 
obroč. Vse, razen spojine 58, ki ima pripet jod, imajo na mestu 2 oziroma 4 pripeto vinilno 
skupino. Tudi glede na pomerjene RA in vrednosti IC50 so spojine podobno aktivne, z RA < 
30 % in IC50 med 170 in 301 μM. Najboljše rezultate je pokazala spojina 58, ki je zopet 
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derivat joda (RA = 7 % in IC50 = 170 μM). Sklepamo lahko, da bi bile te spojine primerne 
za nadaljnje določanje parametrov ireverzibilnosti.  
Knjižnico kovalentnih fragmentov, derivatov bis(tri-fluorometil)-benzena (spojine 66–90) 
in derivatov piperazina (spojine 91–101) iz Preglednic 20 in 21 smo vrednotili z določanjem 
rezidualne aktivnosti encima, IC50 in testom redčenja. Med bis(tri-fluorometil)-benzeni so 
glede na vrednosti IC50 encim MurA najbolj zavrle spojine 79, 78 in 80 (IC50 = 1,5 μM; 11 
μM; 14 μM). Te spojine imajo pripete pirol-2,5-dion, metil pirol-2,5-dion oziroma tiol. 
Vrednosti IC50 pod 100 μM dosežemo še pri pripetih derivatih amidne vezi in bromoacetonu. 
Pri testu redčenja sta ireverzibilno delovanje prikazali estrski spojini 85 (IC50 = 488 μM), ki 
ima na flourirano benzensko osnovo pripet etilni ester akrilne kisline, in 90 (IC50 = 339 μM) 
z metilnim estrom propionske kisline. Med piperazini so RA pod 50 % prikazale spojine 91, 
92 in 93 (IC50 = 171 μM; 374 μM; 781 μM). Vse tri spojine imajo na jedro pripet heterocikel 
z dvema dušikovima atomoma in dodatno pripeto funkcionalno skupino – vinil, brom 
oziroma jod. Spojini 92 in 93 se razlikujeta le v pripetem halogenu, v tem primeru pa dvakrat 
nižjo vrednost IC50 zagotovi brom in ne jod. Pri testu redčenja ni nobena spojina prikazala 
ireverzibilnega kovalentnega delovanja. Glede na šibkejše vrednosti IC50 ta tip spojin ni 




6. ZAKLJUČEK  
V magistrski nalogi smo vrednotili veliko število spojin, ki bi lahko služile kot podlaga za 
nadaljnji razvoj ireverzibilnih zaviralcev encima MurA. Najbolj obetajoče med njimi smo 
iskali z različnimi biokemijskimi testi. Vse spojine smo na začetku vrednotili z določitvijo 
rezidualnih aktivnosti. Spojine smo določili kot ustrezne, če je bila vrednost RA, merjena 
pri koncentraciji spojin 1 mM, 100 μM oziroma 500 μM (Preglednice 17, 18, 19, 20 in 21), 
okoli 50 % ali manj. Triinsedemdeset od 101 spojine je bilo aktivnih. Določitev vrednosti 
IC50 je ena izmed osnovnih metod za določanje zaviralnega učinka spojin, ki je primerna za 
njihovo medsebojno primerjavo, a le pod pogojem, če so testirane pri enakih pogojih. 
Določili smo jo 68 spojinam, od katerih jih ima 6 fosfomicinu (IC50 = 0,250 μM) podobne 
vrednosti IC50 v nanomolekularnem območju. Najmočnejši zaviralec je spojina 51 (IC50 = 
0,125 μM), sledijo pa ji spojine 52, 41, 38, 33 in 42. Pri ireverzibilnih zaviralcih je za 
določanje zaviralnega učinka bolj primerno vrednotenje s kinetičnimi parametri 
ireverzibilnosti, a je njihovo določanje zelo zamudno in se zato redko uporablja. 
Ireverzibilnost smo s testoma časovne odvisnosti in redčenja določali 39 spojinam in pri 8 
določili ireverzibilno delovanje (spojine 43, 44, 49, 58, 59, 60, 85 in 90), še dodatnih 6 pa bi 
morda lahko delovalo na enak način (spojine 32, 39, 46, 51, 52 in 64). Kinetične parametre 
ireverzibilnosti (kinact, KI in razmerje kinact/KI) smo kljub zamudnosti določali knjižnici 
kovalentnih fragmentov spojin. Žal nam teh parametrov zaradi močne reaktivnosti spojin ni 
uspelo pridobiti. Tudi pri določitvi hitrosti reakcij in vrste zaviranja, glede na substrat PEP, 
smo se spopadali s težavami zaradi reaktivnosti spojin in tudi nedelovanja encima. Uspelo 
nam je določiti le kompetitivno reverzibilno delovanje spojine 36.  
Za doseg ustreznih lastnostni učinkovitosti in selektivnosti, bi morali v nadaljnjem razvoju 
preveriti še selektivnost spojin za druge tarče in tudi pridobiti njihovo kristalno strukturo, ki 
bi podprla nadaljnjo strukturno podprto optimizacijo. Z našim delom smo pridobili kar nekaj 
zadetkov spojin, ki bi bile za take postopke primerne in bi jih, po našem mnenju, lahko razvili 






Preglednica 24: Izbrani zadetki spojin, ki bi bili primerni za nadaljnje raziskave:  
spojina 51 – najmočnejša glede na vrednost IC50; spojine 52, 41, 38, 33 in 42 – vrednosti IC50 v 
nanomolarnem območju. Spojine 43, 44, 49, 58, 59, 60, 85 in 90 – ireverzibilno delovanje, spojine 
32, 39, 46, 51, 52 in 64 – morebitno ireverzibilno delovanje; spojina 36 – reverzibilna kompetitivna 
vezava. 
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DOLOČANJE VREDNOSTI IC50  
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Spojina 3 (40-E8) y = -0,9685x + 2,1244
R² = 0,9337
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y = -0,5998x + 1,3921
R² = 0,9088























Spojina 23 (42 A2)
y = -0,7787x + 1,6711
R² = 0,9776






















Spojina 17 (43 D7)
y = -0,7546x + 1,7226
R² = 0,9499





















Spojina 25 (38 C2)
y = -1,6123x + 4,3481
R² = 0,9884























Spojina 13 (39 B4)
y = -0,7124x + 0,8467
R² = 0,9033
























Spojina 12 (39 E6)
y = -0,5384x + 1,1148
R² = 0,8233























Spojina 24 (40 D5)
y = -0,3927x - 0,4108
R² = 0,9492























Spojina 16 (40 C9)
y = -0,9095x + 0,6537
R² = 0,9482















































Spojina 27 (46 H8)






















Spojina 75 (BTF 25)
y = -0,9084x + 0,9206
R² = 0,9554






















Spojina 78 (BTF 20)





















Spojina 79 (BTF 19)
y = -0,1681x + 0,1067
R² = 0,9004























Spojina 80 (BTF 18)
y = -1,6042x + 4,3125
R² = 0,863





















y = -1,6932x + 4,1017
R² = 0,9605





















y = -4,0532x + 9,0422
R² = 0,9708



















































































































































































































































































































DOLOČANJE KINETIČNIH PARAMETROV ZNAČILNIH ZA 
IREVERZIBILEN NAČIN ZAVIRANJA ENCIMA (KI in kinact) 
Spojine 29, 37, 43, 45, 46, 47, 48, 49, 52 ne nakazujejo ireverzibilnega delovanja. 






























































































































































































































- Spojina 39 površno nakazuje ireverzibilno vezavo, saj rezidualna aktivnost pada s 




























































































































- Spojina 44 nakazuje ireverzibilno vezavo, saj rezidualna aktivnost pada s časom 











































































































































































- Spojina 51 nakazuje ireverzibilno vezavo, saj rezidualna aktivnost pada s časom 























































































































































































Odvisnost recipročne vrednosti hitrosti od 



















































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v 
substratu in povprečnimi hitrostmi od 










































Odvisnost recipročne vrednosti hitrosti od 






















































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v 
substratu in povprečnimi hitrostmi od 










































Odvisnost recipročne vrednosti hitrosti od 


































































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v 
substratu in povprečnimi hitrostmi od 









































Odvisnost recipročne vrednosti hitrosti od 






















































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v 
substratu in povprečnimi hitrostmi od 


































Odvisnost recipročne vrednosti hitrosti od 



























































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v 
substratu in povprečnimi hitrostmi od 











































Odvisnost recipročne vrednosti hitrosti od 





















































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v 
substratu in povprečnimi hitrostmi od 











































Odvisnost recipročne vrednosti hitrosti od 























































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v 
substratu in povprečnimi hitrostmi od 









































Odvisnost recipročne vrednosti hitrosti od 


























































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v 
substratu in povprečnimi hitrostmi od 











































Odvisnost recipročne vrednosti hitrosti od 


























































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v 
substratu in povprečnimi hitrostmi od 






















































Odvisnosti razmerja med koncentracijo PEP v 
substratu in povprečnimi hitrostmi od 













































Odvisnost recipročne vrednosti hitrosti od 
koncentracije inhibitorja, Spojina 52
PEP 50
PEP 100
PEP 150
PEP 200
PEP 300
PEP 500
Linearna
(PEP 50)
Linearna
(PEP
100)
Linearna
(PEP
150)
